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АНОТАЦІЯ 
 
Науменко Оксана Василівна. Біотехнологічні підходи збереження активності 
заквашувальної мікробіоти для виробництва молочної продукції. – Кваліфікаційна 
наукова праця на правах рукопису. 
Дисертаційна робота на здобуття наукового ступеня доктора технічних наук за 
спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія. – Національний технічний університет 
України «Київський політехнічний інститут імені Ігоря Сікорського» МОН України, 
Київ, 2019. Робота виконана в Інституті продовольчих ресурсів Національної 
академії аграрних наук України. 
Виробництво якісних ферментованих молочних продуктів безпосередньо 
залежить від активності заквашувальної мікробіоти на всіх стадіях технологічного 
циклу, починаючи від готування заквасок, упродовж ферментації, отримання та 
зберігання цільового продукту. Головними факторами, що інгібують функціонування 
заквашувальної мікробіоти є забруднення виробництва: технологічно-шкідливою 
мікрофлорою, що порушує спрямований перебіг технологічного процесу, якість та 
стабільність продукту; антибіотиками чи іншими інгібуючими речовинами, які не 
тільки пригнічують розвиток, а й індукують мутації лактобактерій; бактеріофагами, 
які спричинюють лізис клітин та втрату заквашувальної мікробіоти, що веде до 
зупинки ферментаційного процесу та істотних економічних збитків. Встановлення 
заходів протидії чи знешкодження інгібіторних факторів обумовлює необхідність 
пошуку ефективних методів їх детекції, генерування сучасних біотехнологічних 
рішень для збереження активності заквашувальної мікрофлори як гаранту якості 
ферментованої молочної продукції. Натепер в Україні відсутні технології, що 
регламентують виробництво та специфічність застосування тест-культур для 
детекції інгібіторів; технології бактеріальних препаратів, здатних функціонувати в 
умовах фагової інфекції. Отже розробка біотехнологічних підходів збереження 
активності заквашувальної мікробіоти має важливе науково-практичне значення і є 
актуальним завданням. 
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 Дослідження та наукові розробки за темою дисертації є складовою частиною 
тематики відділу біотехнології Інституту продовольчих ресурсів (ІПР) в межах 3 
науково-технічних програм НААН: 2007-2011 рр. “Технології та обладнання для 
ефективної переробки м’ясної, молочної сировини та птиці, виробництва 
повноцінних продуктів харчування” (№ № ДР 0107U003291, 0106U002264), 2011-
2015 рр. “Ефективні системи комплексної переробки тваринницької сировини і 
виробництва м’ясних та молочних продуктів гарантованої якості” (№ ДР 
0111U001292), 2016-2020 рр. “Біотрансформація сільськогосподарської сировини в 
продукти харчового і технічного призначення в процесі формування національної 
продовольчої системи” (№ ДР 0116U002454). 
У дисертаційній роботі теоретично обгрунтовано та практично вирішено 
важливе науково-технічне завдання, що полягає у розробці наукових засад 
біотехнологічних підходів збереження активності заквашувальної мікробіоти для 
молочної продукції традиційного асортиментного ряду та функціональної дії.  
У дисертації одержані такі наукові результати:  
 Розроблено комплексний підхід контролю інгібіторів росту заквашувальної 
мікробіоти, що включає аналіз вмісту технологічно-шкідливої мікрофлори, 
інгібіторів хімічної природи та бактеріофагів. З позицій промислової біотехнології 
розроблено «Інструкцію щодо організації виробничого мікробіологічного контролю 
на підприємствах молочної промисловості», яка визначає правила, показники 
контролю технологічного процесу виробництва молочної продукції, пропонує 
відповідні методи та засоби аналізування з урахуванням вимог нормативної бази та 
періодичності контролювання, як заквашувальної, так і сторонньої мікрофлори, 
інгібіторних речовин та бактеріофагів. Уперше розроблено схеми критичних 
контрольних точок за посиленого контролювання згідно з технологічними етапами 
виробництва молочних продуктів. Розробка захищена Свідоцтвом про реєстрацію 
авторського права № 56116 від 20.08.14 р.   
Розроблено технологію тест-культур для селективного моніторингу інгібіторів 
заквашувальної мікробіоти: інгібуючих речовин у молочній сировині та 
бактеріофагів молочнокислих бактерій. Встановлено методи селекції та 
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спеціфічність застосування тест-культур для детекції інгібіторів заквашувальної 
мікробіоти. Відібрано 11 штамів, які задепоновано як тест-культури в Національній 
колекції промислових мікроорганізмів Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. 
Заболотного НАН України (ІМВ НАН).  
Досліджено структуру популяції бактеріофагів, циркулюючих на 
молокопереробних заводах України. Визначено рівні забруднення виробництва 
фагами та їх вплив на технологічний процес та якість молочної продукції. Для 
здійснення захисту заквашувальної мікробіоти від фагів під час виробництва 
молочної продукції розроблено структуру фагового моніторингу технологічного 
процесу (на етапах приймання, підготування молочної сировини, готування 
виробничих заквасок, виробці продуктів) та виробничого середовища (повітря, 
обладнання, персонал). Встановлено контрольні критичні точки залежно від виду 
продукції, що виробляється; періодичність та глибину моніторингу. Визначено 
діапазони чутливості методу „збігаючої” краплі у порівняльних тестах з методом 
«подвійного» агару, що дозволило запропонувати його для експрес-діагностики 
фагів молочнокислих бактерій в промислових умовах зі застосуванням відібраних 
тест-культур. Обгрунтовано та встановлено умови сучасних методів детекції фагів 
молочнокислих бактерій: за допомогою трансмісійної електронної мікроскопії та 
ПЛР, мультиплекс-ПЛР.  
Розроблено та затверджено нормативні документи для моніторингу інгібіторів 
заквашувальної мікробіоти на підприємствах молочної галузі та готової продукції: 
ТУ У 15.5-00419880-103:2010 «Тест-культури. Технічні умови», ТІ; «Методичні 
рекомендації для визначення бактеріофагів на молокопереробних підприємствах» 
(МР ІПР НААН, 30.12.2015 р., Свідоцтво про реєстрацію авторського права № 53030 
від 11.01.2014 р.).  
 Створено систематизовану колекцію фагів молочнокислих бактерій різних 
таксономічних груп: Lactococcus lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. 
lactis biovar diacetilactis, Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus та 
Streptococcus thermophilus, виділених на заводах України, яка склала підгрунття для 
розробки сучасних біотехнологічних підходів з виявлення, інактивації фагів та 
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застосування їх для селекції резистентних культур. 
 Фаги L. lactis ssp. за морфологічною будовою, поліпептидним профілем та 
згідно з результатами ПЛР ідентифіковано до родини Siphoviridae: 1) морфотип В1 
вид 936 – 38,1 % від загальної кількості фагів; 2) морфотип В1 вид Р335 – 9,5 % та 3) 
морфотип В2 вид с2 – 19,0 % фагів. Фаги S. thermophilus класифіковано до трьох 
видів: 1) група cos-типу склала 14,4 % від загальної кількості; 2) група pac-типу 
склала 9,5 % та 3) 987 група – 9,5 % фагів. 
 Встановлено високу небезпечність виділених фагів за параметрами одиночного 
літичного циклу. Промислові фаги адсорбувались на клітинах бактерій-хазяїв з 
ефективністю до 99,0 %, з константою швидкості адсорбції у межах від (0,18×10-7) 
до (0,96×10-8) см3×хв-1, латентний період знаходився у діапазоні (20÷35) хв, вихід 
фага - (36÷217) фагових часток з однієї клітини, коефіцієнт кореляції між виходом 
фага і індексом літичної активності r=0,92 (n=16; p < 0,05). Отже, досліджуючи 
ростові характеристики можна оцінити потенційну загрозу фага щодо 
заквашувальної мікробіоти. 
 Встановлено, що виділені фаги лактобактерій характеризувались високою 
терморезистентністю. Процес термоінактивації описувався двокомпонентними 
кривими. Чутливішою до термообробки була фракція I, константа термоінактивації 
(КТ) якої була більшою в (2,25÷12,0) разів ніж у фракції II залежно від фага. 
Показано, що після нагрівання впродовж 60 хв за температури 72 °С фаги зберігали 
свою активність, титр зменшився тільки на (29,2-59,8) %. Обробка за температури 
90 °С призводила до більшої інактивації - зафіксовано зниження титру на (35,7-97,8) 
% залежно від фагу. Фаги S. thermophilus були в (1,1-2,1) рази термостійкіші за фаги 
активні щодо L. lactis ssp. Найбільшою вірусоцидною активністю характеризувались 
дезінфікуючі засоби на основі пероксиду водню та надоцтової кислоти (НОК), 
четвертинних амонієвих сполук (ЧАС); активного хлору (Cl2). Однак, їх мінімальні 
інгібуючі концентрації (МІК) для 100 % інактивації фагів були достатньо високими: 
для НОК - (500-2000) мг/дм3 (p≤0,05); ЧАС - (900-1000) мг/дм3; Cl2 - (800-1000) 
мг/дм3, p≤0,01. Експериментально обгрунтовано, що для вибору ефективного 
режиму протифагової обробки (формула та МІК деззасобу, температура, час 
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експозиції) необхідно врахувати показники фагового моніторингу: рівень фагового 
забруднення, вид та властивості фагів, які циркулюють на конкретному 
підприємстві.  
 Обґрунтовано нові критерії та встановлено умови селекції фагостійкої 
мікробіоти: аналіз капсулоутворювальної здатності; одержання 
бактеріофагнечутливих мутантних штамів (БнМШ) без генної модифікації, відбір 
нелізогенних штамів. У результаті селекції колекцію промислових штамів ІПР 
НААН України поповнено 28 штамами, які ідентифіковано сучасними методами, в 
тому числі методом ПЛР з використанням розроблених нами праймерів (Патенти 
України на винахід №№ 107897, 105349, 114260, 111130, 112951). Найактивніші 7 
штамів L. lactis ssp. lactis 7449, L. lactis ssp. cremoris 7235, L. lactis ssp. lactis biovar 
diacetilactis 7510, Lb. acidophilus 7618, S. thermophilus 7512, 7727 та 7728 
задепоновано в ІМВ НАН та застосовано у розробці нових біотехнологій.  
Розроблено біотехнологію Іпровіт - S. thermophilus фагостійких штамів- 
продуцентів екзополісахаридів. Між розміром капсул S. thermophilus і ефективною 
в’язкістю продуктів за їх ферментації виявлено корелятивні зв’язки, r=0,74 (n=18, 
p<0,01). Два штами S. thermophilus захищено Патентами України на винахід №№ 
92287, 91441. За рахунок підібраних технологічних режимів: нарощування (поживне 
середовище зі співвідношенням С:N=3,5), стабілізації біомаси (захисне середовище з 
інуліном 10 %; заморожування за мінус (60±1) оС впродовж (16±2) год, сушіння 
впродовж (24±2) год до плюс (32  2) оС, одержали (7,83±0,02) г бакконцентрату з 1 
дм3 середовища, що містив (4,4×1010-1,1×1011) КУО/г активної мікробіоти; вологість 
сухого препарату - не більше 5 %; економічний коефіцієнт У=(0,12±0,02).  
 Розроблено новий для вітчизняної промисловості біотехнологічний підхід – 
змішування сухих цільових концентратів з Іпровіт-S. thermophilus для отримання 
асортиментної лінійки продуктів з підвищеними реологічними властивостями, 
завдяки якому ефективну в’язкість ферментованих продуктів збільшили на (13,3-
54,3) % залежно від рецептури. 
 Розроблено біотехнологію Іпровіт-Біфідолюкс з залученням біфідобактерій, 
лактобацил та S. thermophilus фагостійких штамів-продуцентів капсульних і вільних 
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екзополісахаридів. Культивування вели у розробленому нами поживному 
середовищі за С:N=3,9 (Патент України на корисну модель № 107656) з постадійним 
внесенням інокуляту, джерел вуглецевого та азотного живлення для активізації, 
узгодження метаболічної активності складників композиції. Як результат, урожай 
біомаси склав Х=(10,12±0,03) г/дм3, У=(0,15±0,02). Після змішування з захисним 
середовищем з інуліном 10 % чи гліцерином 4 % у якості протектора та ліофільного 
сушіння одержали (17,54±0,04) г/дм3 сухої біологічно активної мікробіоти, 
ефективної для ферментації молочної сировини (сквашування молока з розрахунку 1 
г/м3 за 39 оС - (8,0-8,5) год, кислотність - 88 оТ) та як сухий пробіотик (мінімальна 
бактерицидна доза для E. сoli 055, S. aureus 209 – (1-5) мг/см3) для профілактики та 
лікування дисбактеріозів різної етіології.  
 Встановлено, що ефективним біотехнологічним рішенням для збереження 
активності заквашувальної мікробіоти є розробка ротаційних композицій, а відбір 
штамів до їх складу потрібно здійснювати за пропонованими критеріями: стійкість 
до широкого спектру промислових фагів (для цього була створена колекція фагів), 
нелізогенність (оптимізовано умови індукції профагів з використанням мітоміцина 
С), рівень біотехнологічної активності не менше ніж у вихідних штамів оригінальної 
заквашувальної культури. Для попередження фагового ураження заквашувальної 
мікробіоти створено ротаційні композиції для виробництва: сметани – 4, сиру 
кисломолочного - 5, ряжанки - 4 та одну композицію для продукту функціональної 
дії з частковою чи повною заміною штамів у вихідних заквашувальних культурах, з 
більшим рівнем технологічності – урожайність біомаси підвищили в середньому на 
30 %. Розробка ротації для функціонального продукту вирізнялась новим 
біотехнологічним підходом – селекцією мутантних штамів без генетичних 
модифікацій, стійких до фагів cos і pac-типу, виділених на підприємствах України. 
Технологічні регламенти виробництва бакпрепаратів внесено до розроблених 
нормативних документів: ТУ У 15.5-00419880-100:2010 «Культури заквашувальні 
сухі та рідкі. Технічні умови», «Технологічна інструкція з виробництва 
заквашувальних культур «ІПРОВІТ» до ТУ У 15.5-00419880-100:2010 (Свідоцтво № 
51033 про реєстрацію авторського права від 30.08.2013 р.). Технології препаратів є 
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економічно обгрунтованими, на Державному дослідному підприємстві (ДДП ІПР) 
(м. Київ) обсяг виробництва складає в середньому 553 кг сухої біомаси в рік, 
максимальний рівень рентабельності встановлено для виробництва сиру 
кисломолочного - 41,9 %. 
Запропоновані біотехнологічні підходи збереження активності заквашувальної 
мікробіоти дозволяють отримати заквашувальні культури, бактеріальні концентрати 
стабільно високої якості; запобігти виробничим втратам та збитковості через 
зниження активності чи фаголізису мікробіоти (економічний ризик недоотриманого 
прибутку становить ~113 тис. грн в рік (у разі 10 % браку) в умовах ДДП ІПР). Тест-
культури, методичні рекомендації з фагового моніторингу, методи розширеного 
виробничого контролю апробовано та впроваджено на ряді молокопереробних і 
сироробних підприємств України, зокрема: ПГО «Асоціація підтримки вітчизняного 
товаровиробника» «ФІРМА-ЛАСКА», ТОВ «ФЗП», м. Кіровоград; ПрАТ 
«Тернопільський молокозавод», Тернопільська обл., м. Тернопіль; ПП Науково-
виробнича фірма «Лактіум», м. Київ; ТОВ «Андрушівський маслосирзавод», 
Житомирська обл., м. Андрушівка; ТОВ «Пирятинський сирзавод», Полтавська обл., 
м. Пирятин; Філії «Охтирський сиркомбінат» ПП «Рось», Сумська обл., м. Охтирка; 
Філії «Менський сир» ПП «Консалтингова фірма «Прометей», Чернігівська обл., м. 
Мена; ПАТ «Чернігівський молокозавод», м. Чернігів; Філії «Сумський молочний 
завод» ДП «Аромат», м. Суми; Фірмі «Люстдорф» у формі ТОВ, Вінницька обл., м. 
Іллінці; ТДВ «Золотоніський маслоробний комбінат», Черкаська обл., м. 
Золотоноша.  
Науково-теоретичні результати роботи впроваджено у науковій роботі та 
навчальному процесі кафедри переробки м’яса та молока Інституту післядипломної 
освіти Національного університету харчових технологій МОН України у курсах з 
підвищення кваліфікації: біотехнологія молочних продуктів; мікробіологія 
ферментованих продуктів; фаговий моніторинг на підприємствах харчової 
промисловості. 
Застосування створених тест-культур, бактеріальних препаратів має суттєвий 
соціально-економічний ефект у оздоровленні людини за рахунок зменшення 
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потрапляння антибіотичних, хіміотерапевтичних препаратів і інших інгібіторних 
речовин у молочну сировину, що дозволяє отримати екологічно чисті ферментовані 
продукти з високим вмістом активної заквашувальної мікробіоти. 
Дисертаційна робота є завершеним науковим дослідженням О.В. Науменко з 
авторською ідеєю, постановкою проблеми, самостійною розробкою теоретичних і 
практичних положень, виконанням, аналізом і статистичною обробкою одержаних 
експериментальних результатів, узагальненням літературних та власних даних.  
Обговорення результатів досліджень, формулювання висновків проведено спільно з 
науковим консультантом д.т.н. Н.Ф. Кігель. 
Результати досліджень опубліковано у 72 наукових працях, у тому числі 22 
статтях у фахових виданнях з технічних наук, із них 12 у журналах України, які 
представлено у міжнародних наукометричних базах даних та 3 в іноземних 
виданнях, 7 патентах України на винахід, 1 патенті України на корисну модель, 3 
свідоцтвах про реєстрацію авторського права, 1 Державному стандарті України, 15 
статтях в інших виданнях, 1 рекомендаціях, 1 інструкції, 21 тезах наукових 
конференцій.  
Ключові слова: біотехнологія, заквашувальна мікробіота, інгібітор, 
технологічно-шкідлива мікрофлора, бактеріофаг, моніторинг, тест-культура, 
лізогенність, фагостійкість, ротація, молочна продукція. 
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                                                    ANNOTATION 
 
Naumenko Oksana Vasylivna. Biotechnological approaches to maintaining the 
activity of starter microbiota for the production of dairy products. – Qualification scientific 
work, manuscript rights. 
The dissertation for the degree of Doctor of Technical Sciences, specialty 03.00.20 – 
Biotechnology. – National Technical University of Ukraine “Igor Sikorsky Kyiv 
Polytechnic Institute” of the Ministry of Education and Science of Ukraine, Kyiv, 2019. 
The work was done at the Institute of Food Resources of the National Academy of 
Agrarian Sciences of Ukraine. 
The production of high-quality fermented dairy products directly depends on the 
activity of starter microbiota at all stages of the technological cycle, beginning from the 
preparation of starter cultures, during fermentation, production, and storage of the target 
product. The main factors that inhibit the functioning of fermented microbiota is the 
pollution of production with: technologically harmful microflora violating the directed 
process, the quality and stability of the product; antibiotics or other inhibitory substances 
that not only inhibit the development of lactobacilli, but also induce their mutations; 
bacteriophages that cause cytolysis and the loss of fermented microbiota, which leads to a 
halt in the fermentation process and significant economic losses. The establishment of 
countermeasures or neutralization of inhibitory factors necessitates the search for effective 
methods for their detection, the generation of modern biotechnological solutions to 
maintain the activity of starter microflora as a guarantor of the quality of dairy products. 
At the moment, in Ukraine, there are no technologies that regulate the production and 
specificity of the use of test systems for the detection of inhibitors; technology of bacterial 
preparations that can function in conditions of phage infection. Thus, the development of 
biotechnological approaches for maintaining the activity of starter microbiota is of great 
scientific and practical importance and is an urgent task. 
Research and scientific development on the topic of the dissertation is an integral part 
of the subject of the biotechnology department of the Institute of Food Resources (IFR) 
within 3 scientific and technical programs of the NAAS: 2007-2011. "Technologies and 
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equipment for the efficient processing of meat, dairy raw materials, and poultry, the 
production of high-grade food" (No. DR 0107U003291, 0106U002264); 2011-2015. 
"Effective systems for the integrated processing of livestock raw materials and the 
production of meat and dairy products of guaranteed quality" (No. DR 0111U001292), 
2016-2020 “Biotransformation of agricultural raw materials into food and technical 
products in the process of formation of the national food system” (No. DR 0116U002454). 
In the dissertation, an important scientific and technical task is theoretically grounded 
and practically solved this consisting in the development of the scientific foundations of 
biotechnological approaches to preservation of the activity of starter microbiota for dairy 
products of a traditional assortment range and functional action. 
The following scientific results were obtained in the dissertation: 
A comprehensive approach to control the growth of inhibitors of fermented 
microbiota has been developed, including an analysis of the content of technologically 
harmful microflora, chemical inhibitors, and bacteriophages. From the standpoint of 
industrial biotechnology, an “Instruction for the Organization of Industrial Microbiological 
Control at Dairy Enterprises” has been developed, which defines the rules, indicators for 
controlling the technological process of dairy production, offers appropriate methods and 
analysis tools taking into account the requirements of the regulatory framework and the 
frequency of control, both fermented and fermented extraneous microflora, inhibitory 
substances and bacteriophages. For the first time, critical control point schemes were 
developed with enhanced control according to the technological stages of dairy 
production. The development is protected by Copyright Registration Certificate No. 56116 
of 20.08.14. 
Technology has been developed for the production of test cultures for the selective 
monitoring of inhibitors of fermented microbiota: inhibitory substances in milk raw 
materials and bacteriophages of lactic acid bacteria. Selection methods and the specificity 
of the use of test cultures for the detection of inhibitors of fermented microbiota have been 
established. 11 strains were selected and deposited as test cultures in the National 
Collection of Industrial Microorganisms of Danylo Zabolotny Institute of Microbiology 
and Virology of NAS of Ukraine (IMV NAS). 
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The structure of the population of bacteriophages circulating in milk processing 
plants of Ukraine was investigated. Phage pollution levels of the production and their 
influence on the technological process and the quality of dairy products are determined. To 
protect the fermented microbiota from phages in the production of dairy products, a phage 
monitoring structure for the technological process (at the stages of receiving, preparing 
dairy raw materials, production starter cultures, product development) and the production 
environment (air, equipment, personnel) was developed. Critical control points were 
established depending on the type of product; frequency and depth of monitoring. The 
sensitivity ranges of the method of falling drops were determined in comparative tests 
using the double agar method, which made it possible to propose it for express diagnostics 
of lactic acid bacteria phages under industrial conditions using selected test cultures. The 
conditions of modern methods for detecting phages of lactic acid bacteria have been 
substantiated and established: using transmission electron microscopy and PCR, 
multiplex-PCR. 
Regulatory documents have been developed and approved for monitoring inhibitors 
of fermented microbiota at dairy enterprises and finished products: TU U 15.5-00419880-
103:2010 “Test cultures. Specifications”, TI; “Guidelines for the determination of 
bacteriophages at dairy plants” (Certificate of Registration of Copyright No. 53030 dated 
01.11.2014). 
A systematic collection of phages of lactic acid bacteria of various taxonomic groups 
has been created: Lactococcus lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis 
biovar diacetilactis, Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus and Streptococcus 
thermophilus, isolated at the factories of Ukraine, which formed the basis for the 
development of modern biotechnological approaches for the identification, inactivation of 
phages and their use for the selection of resistant cultures. 
Phages of L. lactis ssp. according to the morphological structure, polypeptide profile 
and according to PCR results, were identified the Siphoviridae family: 1) morphotype B1 
species 936 - 38.1 % of the total number of phages; 2) morphotype B1 species P335 - 9.5 
%; and 3) morphotype B2 species c2 - 19.0 % of phages. Phages of S. thermophilus are 
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classified in three types: 1) the cos-type group accounted for 14.4 % of the total; 2) the 
pac-type group was 9.5 %, and; 3) the group 987 was 9.5 % of phages. 
High danger of isolated phages was established by the parameters of a single lytic 
cycle. Industrial phages were adsorbed on the cells of the host bacteria with an efficiency 
of up to 99.0 %, with a constant adsorption rate ranging from (0.18 × 10-7) to (0.96 × 10-8) 
cm3 × min-1, the latent period was range (20 ÷ 35) min, phage output - (36 ÷ 217) phage 
particles from one cell, correlation coefficient between phage output and lytic activity 
index r = 0.92 (n = 16; p <0.05). So, exploring the growth characteristics, you can assess 
the potential threat of phage to fermented microflora. 
It was established that the isolated phages of lactobacilli were characterized by high 
thermoresistance. The process of thermal inactivation was described by two-component 
curves. The fraction 1 was sensitive to heat treatment since its constant of thermal 
inactivation of the (Сt) was (2.25–12.0) times larger than fraction 2 depending on the 
phage. It was shown that after heating for 60 min at a temperature of 72 °C, the phages 
retained their activity, the titer decreased only by (29.2-59.8) %. Processing at a 
temperature of 90 °C led to greater inactivation - a decrease in titer of (35.7-97.8) % was 
recorded depending on the phage. The phages of S. thermophilus were (1.1-2.1) times as 
thermostable as the phages active against L. lactis ssp. Disinfectants based on hydrogen 
peroxide and peracetic acid (PAA), quaternary ammonium compounds (QAC) of active 
chlorine (Cl2) were characterized by the highest virucidal activity. However, their 
minimum inhibitory concentrations (MICs) for 100 % inactivation of phages were quite 
high: PAA - (500-2000) mg/dm3 (p≤0.05); QAC - (900-1000) mg/dm3; Cl2 - (800-1000) 
mg/dm3, p≤0.01). It has been experimentally substantiated that to select an effective mode 
of anti-phage treatment (formula and MIC of disinfectants, temperature, exposure time), it 
is necessary to take into account indicators of phage monitoring: the level of phage 
contamination, the type, and properties of phages that circulate in a particular enterprise. 
New criteria are substantiated and the conditions for selection of phage-resisting 
microbiota are established: analysis of capsule-releasing ability; obtaining bacteriophage-
insensitive mutant strains (BiMs) without gene modification, selection of non-lysogenic 
bacteria. As a result, the collection of industrial strains of IPR of the NAAS of Ukraine 
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was replenished with 28 strains that were identified by modern methods, including PCR 
using developed primers (Patents of Ukraine for Invention No. 107897, 105349, 114260, 
111130, 112951). The most active 7 strains L. lactis ssp. lactis 7449, L. lactis ssp. 
cremoris 7235, L. lactis ssp. lactis biovar diacetilactis 7510, Lb. acidophilus 7618, S. 
thermophilus 7512, 7727 and 7728 are deposited in IMV NAS and used to develop new 
biotechnologies. 
Iprovit biotechnology is developed – S. thermophilus with phage-resistant strains 
being producers of exopolysaccharides. Between the size of the capsules of phage-resistant 
strains of S. thermophilus and the effective viscosity of the products by their fermentation, 
correlative relationships were found, r=0.74 (n=18, p<0.01). Two strains S. thermophilus 
are covered by Patents of Ukraine for Invention No. 92287 and 91441. Due to selected 
technological regimes: cultivating (nutrient medium of proportion С:N=3.5), biomass 
stabilization біомаси (protective medium with inulin 10 %; freezing at minus (60±1) оС 
for (16±2) h, drying for (24±2) h to plus (32±2) оС, humidity in preparation not exceeding 
5 %) (7.83±0.02) g of bacterial concentrate was obtained of 1 dm3 of the medium 
containing (4.4×1010-1.1×1011) CFU/g of active microbiota; economic coefficient 
У=(0.12±0.02). 
A new, as for domestic industry, the biotechnological approach was developed – 
mixing dry target concentrates with Iprovit – S.thermophilus to obtain an assortment line 
of products with enhanced rheological properties, the effective viscosity of fermented 
products was increased by (13.3-54.3) %, depending on the formulation. 
The biotechnology of Iprovit-Bifidolux was developed using bifidobacteria, 
lactobacilli, and phage-resistant S. thermophilus producer strains of capsular and free 
exopolysaccharides. Cultivation was carried out in the nutrient medium with C:N=3.9 we 
have developed (Ukrainian Patent for Utility Model No. 107656) with the stepwise 
introduction of the inoculum, carbon and nitrogen sources for activation, coordination of 
the metabolic activity of the components of the composition. As a result, the biomass yield 
was X=(10.12±0.03) g/dm3, economic coefficient У=(0.15±0.02). After mixing with a 
protective medium with inulin 10 % or glycerol 4 % as a protector and freeze-drying, we 
obtained (17.54±0.04) g/dm3 dry biologically active microbiota effective for fermentation 
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of milk raw materials (milk fermentation at the rate of 1 g/m3 for 39 °C – (8.0-8.5) h; 
acidity – 88 °T) and as a dry probiotic (minimum bactericidal dose for E. coli 055, S. 
aureus 209 – (1-5) mg/cm3) for the prevention and treatment of dysbiosis of various 
etiologies. 
It has been established that the development of rotational compositions is an effective 
biotechnological solution for maintaining the activity of starter microbiota, and the 
selection of strains into their composition must be carried out according to the proposed 
criteria: resistance to a wide range of industrial phages (a collection of phages was created 
for this), none-lysogenesity (conditions for the induction of prophages with using 
mitomycin C), the level of biotechnological activity is not less than in the original strains 
of the original fermented culture. To prevent phage damage of fermentation microbiota, 4 
rotational compositions were created for sour cream, 5 for cottage cheese, 4 for fermented 
baked milk and 1 for a product of functional action with partial or complete replacement 
of strains in the initial starter cultures, with a high level of adaptability – the biomass yield 
was increased on average by 30 %. The development of rotation for a functional product 
was distinguished by a new biotechnological approach – a selection of mutant strains 
without genetic modifications resistant to cos- and pac-types of phages isolated at 
Ukrainian enterprises. 
The technological regulations for the production of bacterial preparations are 
included in the developed regulatory documents: TU U 15.5-00419880-100:2010“ Dry 
and liquid starter cultures. Specifications”, “Technological instructions for the production 
of starter cultures “IPROVIT” TU U 15.5-00419880-100:2010 (Certificate No. 51033 on 
registration of copyright of 30.08.2013). Technologies of the preparations are 
economically feasible, the average production volume at the State Research Enterprise 
(SRE) IFR (Kyiv) is 553 kg of dry biomass per year, the maximum level of profitability 
was determined to be 41.9 %. 
The proposed biotechnological approaches for maintaining the activity of starter 
microbiota make it possible to obtain starter cultures, bacterial concentrates of consistently 
high quality; to prevent production losses and unprofitability due to a decrease in activity 
or phagolysis of microbiota (the economic risk of lost profits is about ~113 thousand UAH 
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per year (at 10 % defective) in the conditions of the SRE IPR). Test cultures, guidelines 
for phage monitoring, advanced production control methods have been tested and 
implemented at a number of dairy and cheese making enterprises in Ukraine, in particular: 
ECG Association of Support for Domestic Commodity Producers FIRMA-LASKA, LLC 
FZP, Kirovograd; CJSC "Ternopol Dairy", Ternopol region, Ternopol; PE Scientific-
Production Firm "Lactium", Kiev; LLC Andrushivka Butter Plant, Zhytomyr Region, 
Andrushivka; LLC Piryatin cheese plant, Poltava region, Piryatin; Branch "Akhtyrka 
cheese plant" PE "Ros", Sumy region, Akhtyrka; Branch "Menskyi Syr" PE "Consulting 
firm" Prometheus", Chernihiv region, Mena; OJSC "Chernigov Dairy", Chernihiv. Branch 
"Sumy Dairy Plant" SE "Aromat", Sumy; The company "Lustdorf" in the form of LLC, 
Vinnytsia region, Ilyintsy; ODO "Zolotonosha butter factory", Cherkasy region, 
Zolotonosha. 
The scientific and theoretical results of the work were introduced in the scientific 
work and the educational process of the Department of Meat and Milk Processing of the 
Institute of Postgraduate Education of the National University of Food Technologies of the 
Ministry of Education and Science of Ukraine in advanced training courses on 
biotechnology of dairy products; microbiology of fermented products; phage monitoring at 
food industry enterprises. 
The use of the created test cultures and bacterial preparations has a significant socio-
economic effect in improving human health by reducing the ingress of antibiotic, 
chemotherapeutic preparations and other inhibitory substances into milk raw materials, 
which makes it possible to obtain environmentally friendly fermented products with a high 
content of active fermented microbiota. 
The dissertation is a complete scientific study of О.V. Naumenko with the author’s 
idea, statement of the problem, independent development of theoretical and practical 
principles, implementation, analysis and statistical processing of the obtained experimental 
results, a generalization of literary and personal data. Discussion of research results, 
formulation of conclusions was carried out jointly with a scientific consultant, Doctor of 
Technical Sciences N. F. Kigel. 
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The research results were published in 72 scientific papers, including 22 articles in 
specialized periodicals on technical sciences, 12 of them in Ukrainian journals presented 
in international scientometric databases and 3 in foreign journals, 7 patents of Ukraine for 
invention, 1 patent of Ukraine for useful model, 3 certificates of copyright registration, 1 
State Standard of Ukraine, 15 articles in other periodicals, 1 recommendations, 1 
instructions, 21 abstracts of scientific conferences. 
Keywords: biotechnology, fermentation microbiota, inhibitor, technologically 
harmful microflora, bacteriophage, monitoring, test culture, lysogenesis, phage-
resistance, rotation, dairy products. 
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препаратів Lactobacillis casei у виробництві функціональних продуктів. Вісник 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ І СКОРОЧЕНЬ 
БУО - Бляшкоутворювальна одиниця 
БнМШ - Нечутливий до бактеріофага мутантний штам 
ВСЗМ - Відновлене стерильне знежирене молоко 
ГА - Агаризоване поживне середовище на основі 
гідролізованого протеазою знежиреного молока 
ГБ - Рідке поживне середовище на основі 
гідролізованого протеазою знежиреного молока 
ДА -  Дріжджовий автолізат 
ДЗ - Дезінфікуючий засіб 
ДЦ - Діацетил 
ЕПС - Екзополісахарид 
ЗК - Заквашувальна культура 
ЗМ - Заквашувальна мікробіота 
ЗС - Захисне середовище 
КПС - Капсульний полісахарид  
КЕ - Кукурудзяний екстракт 
КМАФАнМ - Кількість мезофільних аеробних і 
факультативно анаеробних мікроорганізмів 
КР - Культуральна рідина 
КУО - Колонієутворювальна одиниця 
МГС - Молочно-гідролізатне середовище 
МЗА - Молокозсідальна активність 
МКБ - Молочнокислі бактерії 
МКУ - Межа кислотоутворення 
МІ - Множинність інфекції 
МПА - М‘ясопептонний агар 
МРС - Середовище Мана-Рогози-Скардові 
МТ - Морфотип 
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НОК - Надоцтова кислота 
ПЛР - Полімеразно ланцюгова реакція 
Сінг - Коефіцієнт інгібування  
СЗМ - Сухе знежирене молоко 
ФМП - Ферментовані молочні продукти 
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g - Термін регенерації 
 - Питома швидкість росту 
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r - Kоефіцієнт кореляції 
Ті - Лаг-фаза 
L. lactis - Lactococcus lactis ssp. lactis 
L. cremoris - Lactococcus lactis ssp. cremoris 
L. diacetilactis - Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetilactis 
S. thermophilus - Streptocococcus thermophilus 
Lb. acidophilus  - Lactobacillus acidophilus 
Lb. bulgaricus - Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 
B. adolescentis - Bifidobacterium adolescentis 
B. bifidum - Bifidobacterium bifidum 
B. longum - Bifidobacterium longum 
En. faecium    - Enterococcus faecium    
E. coli - Echerihia coli 
S. aureus - Staphilococcus aureus 
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ВСТУП 
 
Актуальність теми. Інтенсифікація і глобалізація сучасного виробництва 
молочних харчових продуктів, міждержавних торгових відносин обумовлюють 
необхідність розробки ефективних технологій виробництва, впровадження 
жорсткіших вимог до безпечності продукції, удосконалення національних систем 
контролю її якості. Мікробіологічне та хімічне забруднення, контамінація 
бактеріофагами молочнокислих бактерій (МКБ) молочної сировини та готових 
продуктів є вирішальними факторами, що знижують їхню якість, як на рівні 
інгібіторного впливу на заквашувальну мікробіоту (ЗМ), так і з точки зору безпеки 
для здоров‘я споживачів [1-4]. Встановлення заходів протидії чи знешкодження 
інгібіторних факторів обумовлює необхідність пошуку ефективних методів їх 
детекції, генерування сучасних біотехнологічних рішень для збереження активності 
ЗМ як гаранту якості ферментованої молочної продукції. 
У науковій літературі представлено інформацію щодо досліджень, націлених на 
створення технологій активної ЗМ, зокрема: підбір умов активізації метаболізму 
МКБ, оптимізація складу ростових середовищ [5-7], проведення моніторингу 
функціонування ЗМ [8-9], дослідження бактеріофагів МКБ [10-11], розробка миюче-
дезінфікуючих засобів [12-13], селекція біотехнологічно-активних штамів [14], 
створення поліпшених, в тому числі фагостійких штамів методами генної 
модифікації [15]; застосування активних заквасок [16-17]. Наявні вітчизняні наукові 
роботи присвячено вивченню впливу бактеріофагів на Lactococcus lactis [18]. У 
зв’язку з цим обгрунтованими залишаються дослідження всього спектру 
інгібіторних факторів, в тому числі бактеріофагів МКБ різних таксономічних груп, 
які є практично постійним джерелом виникнення збоїв ферментаційних процесів 
внаслідок лізису мікрофлори [19]. Крім того, технологічні аспекти подібних 
досліджень для одержання ферментованих молочних продуктів високої якості 
висвітлені недостатньо.  
Перспективним напрямом біотехнології, на нашу думку, є комплексний підхід 
до вирішення проблем забруднення молочної сировини та продуктів для збереження 
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активності ЗМ під час виробництва молочної продукції. Натепер в Україні відсутні 
технології, що регламентують виробництво та специфічність застосування 
індикаторних тест-культур для детекції інгібіторів; технології, в яких застосовано 
сучасні біотехнологічні прийоми для запобігання фаголізису ЗМ; технології 
бактеріальних препаратів, здатних функціонувати в умовах фагової інфекції тощо. 
Отже, дослідження факторів різної природи, що пригнічують функціонування ЗМ та 
розробка біотехнологічних підходів збереження її активності має важливе науково-
практичне значення і є актуальним завданням. 
 Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота 
виконана у відділі біотехнології Інституту продовольчих ресурсів Національної 
академії аграрних наук України (ІПР НААН) в межах 4 бюджетних науково-
дослідних тем за 3 науково-технічними програмами: 2007-2011 рр. “Технології та 
обладнання для ефективної переробки м’ясної, молочної сировини та птиці, 
виробництва повноцінних продуктів харчування” («Удосконалити біотехнології 
отримання бактеріальних препаратів для виробництва ферментованих продуктів з 
використанням мікроорганізмів різних таксономічних груп» № ДР 0106U002264; 
«Провести дослідження біологічних властивостей фагів молочнокислих бактерій та 
їх впливу на заквашувальні культури», № ДР 0107U003291, відповідальний 
виконавець); 2011-2015 рр. “Ефективні системи комплексної переробки 
тваринницької сировини і виробництва м’ясних та молочних продуктів гарантованої 
якості” («Дослідити особливості біологічного відгуку клітин молочнокислих 
бактерій на вплив інгібіторних агентів вірусного та хімічного походження, 
здійснити пошук ефективних моніторингових систем з детекції та ідентифікації 
інгібіторів росту лактобактерій», № ДР 0111U001292, відповідальний виконавець); 
2016-2020 рр. “Біотрансформація сільськогосподарської сировини в продукти 
харчового і технічного призначення в процесі формування національної 
продовольчої системи” («Науково-методологічні аспекти селекції заквашувальних 
мікроорганізмів різних таксономічних груп з метою конструювання ефективних 
бактеріальних препаратів для ферментованих молочних продуктів та сирів», № ДР 
0116U002454, науковий керівник). 
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Мета та задачі дослідження. Метою роботи є розробка та впровадження 
сучасних біотехнологічних підходів для збереження активності заквашувальної 
мікробіоти в технологіях ферментованої молочної продукції України.  
Для досягнення мети визначено наступні завдання: 
 дослідити інгібіторний вплив на ЗМ залишків антибіотиків, миюче-
дезінфікуючих засобів та розробити метод їх детекції у молочній сировині; 
 дослідити особливості впливу на ЗМ та технологічний процес виробництва 
молочної продукції бактеріофагів МКБ; створити колекцію фагів, виділених на 
молокопереробних підприємствах України; 
 розробити технологію виробництва тест-культур для детекції хімічних 
інгібіторів і фагів МКБ; та впровадити її у промисловість для скринінгу якісної 
молочної сировини та цільової продукції; 
 встановити умови збереження активності ЗМ за рахунок контролювання 
лізогенних бактерій, протифагового обробляння виробничого середовища фізико-
хімічними чинниками; 
 провести спрямований відбір фагостійких штамів із застосуванням сучасних 
біотехнологічних підходів і методів, та розробити за їх участі новітні біотехнології 
бактеріальних препаратів для виробництва ферментованих молочних продуктів; 
 розробити нормативну документацію на виробництво тест-культур, 
бактеріальних препаратів; науково-методичні документи щодо визначення 
бактеріофагів МКБ, мікробіологічного контролю на молокопереробних 
підприємствах;  
 провести апробацію, впровадження наукових результатів та оцінити їх 
промисловий потенціал.  
 Об’єкт дослідження – штами МКБ, бактеріофаги МКБ, молочна сировина та 
продукція, дезінфікуючі засоби, виробничі поживні та захисні середовища, 
бактеріальні композиції та концентрати. 
 Предмет дослідження – методи детекції інгібіторів росту ЗМ, селекційні 
техніки створення фагостійкої ЗМ, біотехнологічні властивості штамів МКБ, 
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біологічні властивості бактеріофагів МКБ, режими протифагової обробки, 
технологічні параметри виробництва тест-культур, ротаційних композицій ЗМ, 
бактеріальних концентратів, їх біотехнологічні та функціональні властивості, а 
також застосування у промисловості. 
 Методи дослідження. У роботі в процесі реалізації завдань використано 
методи згідно з державними стандартами; загальноприйняті, а також модифіковані 
методи фізико-хімічного, біохімічного, технологічного, мікробіологічного, 
вірусологічного, молекулярно-генетичного та статистичного аналізування, що 
відповідали меті дослідження.  
 Наукова новизна одержаних результатів. Теоретично обгрунтовано та 
розроблено біотехнологічні підходи збереження активності ЗМ для стабілізації 
ферментаційних процесів у біотехнологіях молочної галузі України. Вперше: 
- розроблено технологію одержання тест-культур для селективного моніторингу 
інгібіторів ЗМ: інгібуючих речовин у молочній сировині та бактеріофагів МКБ; 
- створено колекцію бактеріофагів, активних щодо Lactococcus lactis ssp. lactis, 
L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis biovar diacetіlactis, Enterococcus faecium, 
Lactobacillus acidophilus та Streptococcus thermophilus, виділених на заводах України, 
яка склала підгрунття для розробки новітніх біотехнологічних підходів з їх 
виявлення, інактивації та застосування у селекції резистентних культур; 
- визначено умови трансмісійної електронної мікроскопії та ПЛР, мультиплекс-
ПЛР для детекції та ідентифікації бактеріофагів МКБ різних видів, виділених на 
молокопереробних підприємствах України;  
-  встановлено нові біотехнологічні підходи щодо виділення (з автентичних 
продуктів різних регіонів України) та селекції (скринінг капсулоутворюючих 
штамів, одержання нечутливих до бактеріофагів мутантних штамів (БнМШ), відбір 
нелізогенних штамів) МКБ різних таксономічних груп, виходячи з критеріїв 
стійкості до фагового впливу та доцільності використання у технологіях молочної 
продукції; 
- розроблено специфічні праймери для ідентифікації S. thermophilus, L. lactis 
ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, Lb. casei та Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus методом 
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ПЛР. Наукова новизна цих досліджень підтверджена Патентами України на винахід 
№№ 107897, 105349, 114260, 111130, 112951; 
- розроблено основи промислових технологій ротаційних композицій 
фагостійкої мікробіоти для виробництва ряжанки, сметани, сиру кисломолочного та 
продукту функціональної дії (Патент України на корисну модель № 107656); 
- встановлено умови біотехнологічного коригування реологічних параметрів 
молочної продукції за рахунок змішування цільових бакконцентратів із 
концентратами S. thermophilus – продуцентів екзополісахаридів. Штами S. 
thermophilus ІМВ В-7179 та ІМВ В-7249 захищено Патентами України на винахід 
№№ 92287, 91441. 
Отримали подальший розвиток: 
- данні щодо біорізноманіття та поширення на молокопереробних 
підприємствах України бактеріофагів МКБ, закономірностей їх впливу на ЗМ та 
технологічний процес виробництва кисломолочних продуктів і сирів; 
- обгрунтування нових критеріїв селекції ЗМ, режимів дезінфікуючої обробки, 
принципів формування бактеріальних композицій, що дозволило створити 
технології бактеріальних препаратів, стійких до фаголізису для виробництва 
молочної продукції високої якості. 
Практичне значення одержаних результатів.  
Створено колекцію тест-культур для визначення інгібіторів росту ЗМ, з них 11 
штамів задепоновано у Депозитарії Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. 
Заболотного НАН України (ІМВ НАН). Технологічні параметри та режими 
одержання сухих тест-культур затверджено у ТІ, ТУ У 15.5-00419880 – 103:2010 
«Тест-культури. Технічні умови”.  
 Розроблено структуру фагового моніторингу на молокопереробних 
підприємствах: джерела поширення, методи, основні та додаткові точки контролю 
впродовж технологічного циклу виробництва молочної продукції. На підставі 
одержаних даних розроблено «Методичні рекомендації для визначення 
бактеріофагів на молокопереробних підприємствах», які захищено Свідоцтвом про 
реєстрацію авторського права № 53030 від 11.01.2014 р.  
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Поповнено колекцію промислових мікроорганізмів ІПР НААН 28 новими 
біотехнологічно-активними штамами, з яких S. thermophilus (3 шт.), Lb. acidophilus 
(1 шт.) та L. lactis ssp. (3 шт.) задепоновано в ІМВ НАН та застосовано у розробці 
технологій виробництва:  
- ротаційних бактеріальних композицій для національних продуктів 
традиційного асортиментного ряду: ряжанки, сметани, сиру кисломолочного та 
молочних продуктів функціональної дії; 
- моновидового бактеріального концентрата Іпровіт-S.thermophilus- продуцентів 
екзополісахаридів, природних згущувачів консистенції молочних продуктів;  
- полівидового бактеріального концентрата Іпровіт-Біфідолюкс для розширення 
асортименту молочних продуктів функціональної дії. 
Технологічні регламенти виробництва бакпрепаратів внесено до розроблених 
нормативних документів: ТУ У 15.5-00419880-100:2010 «Культури заквашувальні 
сухі та рідкі. Технічні умови», «Технологічна інструкція з виробництва 
заквашувальних культур «ІПРОВІТ» до ТУ У 15.5-00419880-100:2010. Свідоцтво № 
51033 про реєстрацію авторського права від 30.08.2013 р.  
З позицій промислової біотехнології розроблено «Інструкцію щодо організації 
виробничого мікробіологічного контролю на підприємствах молочної 
промисловості», яка визначає правила, показники контролю технологічного процесу 
виробництва молочної продукції, пропонує відповідні методи та засоби 
аналізування з урахуванням вимог нормативної бази та періодичності 
контролювання як заквашувальної, так і сторонньої мікрофлори, інгібіторних 
речовин та бактеріофагів. Уперше розроблено схеми критичних контрольних точок 
за посиленого контролювання згідно з технологічними етапами виробництва 
молочних продуктів. Інструкцію погоджено з відповідними державними органами: 
Головним державним санітарним лікарем України (Висновок державної санітарно-
епідеміологічної експертизи № 05.03.02-06/107057 від 25.11.2013 р.), Державною 
ветеринарною та фітосанітарною службою України (Лист № 15-9-3-17/33524 від 
19.12.2013 р. і ТК 140 (Протокол 3 08-12 від 05.12.2012 р.), захищено Свідоцтвом 
про реєстрацію авторського права № 56116 від 20.08.14 р. Розроблено національний 
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державний стандарт ДСТУ 8553:2015 «Молоко-сировина та вершки-сировина. 
Правила приймання, відбирання та готування проб до контролювання». 
Виробництво тест-культур, бактеріальних препаратів впроваджено на 
Державному дослідному підприємстві (ДДП) ІПР НААН, їх виробництво складає 
близько 553 кг сухої біомаси в рік. Тест-культури для визначення інгібуючих 
речовин впроваджено на підприємствах: ПГО «Асоціація підтримки вітчизняного 
товаровиробника» «ФІРМА-ЛАСКА», ТОВ «ФЗП», м. Кіровоград; ПрАТ 
«Тернопільський молокозавод», Тернопільська обл., м. Тернопіль; ПП Науково-
виробнича фірма «Лактіум», м. Київ. Тест-культури для визначення бактеріофагів, 
методичні рекомендації впроваджено на заводах: ТОВ «Андрушівський 
маслосирзавод», Житомирська обл., м. Андрушівка; ТОВ «Пирятинський 
сирзавод», Полтавська обл., м. Пирятин; Філії «Охтирський сиркомбінат» ПП 
«Рось», Сумська обл., м. Охтирка; Філії «Менський сир» ПП «Консалтингова фірма 
«Прометей», Чернігівська обл., м. Мена; ПАТ «Чернігівський молокозавод», м. 
Чернігів; Філії «Сумський молочний завод» ДП «Аромат», м. Суми; Фірмі 
«Люстдорф» у формі ТОВ, Вінницька обл., м. Іллінці; ТДВ «Золотоніський 
маслоробний комбінат», Черкаська обл., м. Золотоноша. Науково-теоретичні 
результати роботи впроваджено у науковій роботі та навчальному процесі кафедри 
переробки м’яса та молока Інституту післядипломної освіти Національного 
університету харчових технологій (ІПДО НУХТ) МОН України у курсах з 
підвищення кваліфікації: біотехнологія молочних продуктів; мікробіологія 
ферментованих продуктів; фаговий моніторинг на підприємствах харчової 
промисловості (Акти впровадження наведено в Додатках). 
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є науковим дослідженням з 
авторською ідеєю, постановкою проблеми, самостійною розробкою теоретичних і 
практичних положень, узагальненням літературних та власних даних, виконанням, 
аналізом і статистичною обробкою одержаних експериментальних результатів. 
Особисто або за безпосередньої участі автора підготовлено наукові публікації, 
патенти на винаходи, свідоцтва про реєстрацію авторського права, науково-
методичну літературу, розроблено нормативні документи, проведено апробацію та 
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впровадження розроблених технологій та біотехнологічних підходів, спрямованих 
на отримання високоякісної, безпечної молочної продукції. Обговорення результатів 
досліджень, формулювання висновків проведено спільно з науковим консультантом 
д.т.н. Н.Ф. Кігель. Окремі фрагменти роботи виконано разом з д.т.н. С.Г. Даниленко 
(параметри росту бактеріальних композицій у промислових умовах ДДП), ІПР 
НААН; д.б.н. Ф.І. Товкач (трансмісійна електронна мікроскопія бактеріофагів), ІМВ 
НАН; к.б.н. І.Я. Скрипкіною (генотипування бактеріофагів), ІМБГ НАН; к.б.н. Я.Ф. 
Жуковою (ПЛР-ідентифікація МКБ), ІПР НААН; к.т.н В.І. Барановим та к.т.н. А.О. 
Бовкун (впровадження результатів роботи у навчальний процес), ІПДО НУХТ МОН; 
д.мед.н. В.Є. Нейко ІФНМУ МОН та Т.Г. Бережницькою ІПР НААН (дослідження 
функціональної активності препаратів), які є співавторами робіт. Автор висловлює 
щиру вдячність співробітникам ІПР НААН та всім, хто сприяв виконанню 
дисертаційної роботи.  
 Апробація результатів дисертації. Основні результати роботи доповідались та 
обговорювались на III Міжн. наук.-практ. конф. «Екотрофологія. Аспекти 
продовольчої та харчової безпеки» (2009 р., м. Біла Церква), Міжн. наук.-практ. 
конф. “Новітні технології, обладнання, безпека та якість харчових продуктів: 
сьогодення та перспективи” (2010 р., м. Київ), наук.-практ. конф. “Актуальні 
проблеми харчування та шляхи збереження здоров’я в сучасних екологічних 
умовах” (2010 р., м. Алушта, АР Крим), VI та VII Всеукр. наук.-практ. конф. 
«Біотехнологія XXI століття» (2012-2013 рр., м. Київ), II та III Міжн. наук.-техн. 
конф. “Технічні науки: стан, досягнення і перспективи розвитку м'ясної, 
олієжирової та молочної галузей” (2013-2014 рр., м. Київ), Другому північно- та 
східно-європейському конгресі з харчової науки (NEEFood-2013) (2013 р., м. Київ), 
Междун. науч.-практ. конф. молодых ученых «Молодежь и инновации - 2013” (2013 
р., м. Горки, Білорусь), научн.-практ. конф. проф.-препод. состава и аспирантов 
(2014 р., м. Белгород, Росія), IV, V та VІІ Міжн. спеціаліз. наук.-практ. конф. 
«Ресурсо- та енергоощадні технології виробництва і пакування харчової продукції - 
основні засади її конкурентоздатності» (2015-2016 рр., 2018 р., м. Київ), V Всеукр. 
наук.-практ. конф. студентів, аспірантів та молодих вчених «Біотехнологія: 
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звершення та надії» (2016 р., м. Київ),VІ Міжнар. наук.-практ. конф. «Інноваційний 
розвиток харчової індустрії» (2018 р., м. Київ). 
Публікації. Результати досліджень опубліковано у 72 наукових працях, в тому 
числі 22 статтях у фахових виданнях з технічних наук, із них 12 у журналах 
України, які представлено у міжнародних наукометричних базах даних та 3 в 
іноземних виданнях, 7 патентах України на винахід, 1 патенті України на корисну 
модель, 3 свідоцтвах про реєстрацію авторського права, 1 Державному стандарті 
України, 15 статтях в інших виданнях, 1 рекомендаціях, 1 інструкції, 21 тезах 
наукових конференцій.  
 Структура та обсяг дисертації. Загальний обсяг дисертації становить 423 
сторінки, зокрема основний зміст роботи викладено на 293 сторінках друкованого 
тексту. Дисертація складається зі вступу, 7 розділів, висновків, списку літератури 
(388 найменувань) та 4 додатків на 89 сторінках. Дисертація містить 86 таблиць та 
76 рисунків.  
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 
 
1.1. Науково-методичні аспекти виявлення інгібуючих речовин 
заквашувальної мікробіоти у молочній сировині 
Молочна промисловість - це динамічна галузь, яка відіграє важливу економічну 
роль у сільському господарстві більшості промислово-розвинених країн. Молоко є 
улюбленим молочним продуктом у світі та має важливе значення у харчуванні всіх 
груп населення. Насьогодні крім традиційних молочних продуктів створюються нові 
так звані «функціональні» продукти, які вирізняються додаванням вітамінів і 
мінералів, або живих корисних мікроорганізмів – пробіотиків та сприяють 
поліпшенню здоров'я споживачів [6, 20]. В умовах зростаючого попиту та 
промислової глобалізації збільшується обсяг та інтенсивність світової торгівлі 
молочними продуктами. На підставі даних Продовольчої та сільськогосподарської 
організації (ФАО) виробництво молочних продуктів до 2025 року зросте на 6-20 % 
[21].  
Програми розвитку молочних продуктів у різних країнах значною мірою 
залежать від традицій та звичок споживання молочних продуктів, ринкової 
конкурентоспроможності та соціально-культурних обставин, наявних технологій 
виробництва тощо [22]. Натомість безпека харчових продуктів залишається 
ключовим глобальним завданням молочної промисловості будь-якої країни, 
спрямованим на запобігання не лише економічним втратам, а й загрозам здоров'ю 
споживачів.  
 
1.1.1. Бактеріальне забруднення молочної сировини. Заходи щодо безпеки 
харчових продуктів вимагають залучення різних учасників технологічного ланцюга 
виробництва: "від ферми до столу", включаючи фермерів, виробників, продавців та 
споживачів. Це стало особливо важливим в умовах глобальної ринкової економіки, 
оскільки різні суб'єкти часто знаходяться теріторіально далеко один від одного, 
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навіть за межами національних кордонів. У цьому контексті необхідно встановити 
належні регуляторні рамки для забезпечення того, щоб усі необхідні стандарти 
безпеки були виконані впродовж усього технологічного процесу. Тим не менш 
інфекції, пов'язані з харчовими продуктами, як і раніше, є головною проблемою 
охорони здоров'я, ними хворіють близько 600 мільйонів людей, і щорічно 
помирають близько 420 тисяч [23]. 
Молочні продукти можуть забруднитись у різних точках виробничого ланцюга. 
Наприклад, сире молоко може забруднитись мікроорганізмами з вимені або соска 
корови, доїльного обладнання, контейнерів для зберігання, шкіри тварини або 
забійника тощо. Оскільки деякі з мікробів можуть бути збудниками хвороб людини, 
молоко - є потенційним джерелом інфекцій, якщо споживається непастеризованим. 
Патогенні мікроорганізми можуть навіть зберігатись у продуктах, вироблених з 
сирого молока, як і у деяких традиційно виготовлених сирах. З іншого боку, 
пастеризація може знищити найбільш потенційно небезпечні мікроорганізми, що 
присутні у молоці. Проте, харчові отруєння трапляються через неправильну 
пастеризацію або післяпастеризаційне забруднення молока. Отже, відповідні 
коректні процедури миття та гігієни є важливими для запобігання інфекцій, що 
передаються молоком [24]. 
Забруднювачі, що часто зустрічаються в молоці включають віруси, паразити, 
грибки та бактерії. Деякі з найвідоміших бактеріальних збудників хвороб - це 
Brucella spp., Campylobacter jejuni, Bacillus cereus, Echerihia coli O157: H7, що 
виробляють шигатоксин, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Coxiella 
burnietti, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Salmonella spp. та Yersinia 
enterocolitica. Споживання непастеризованого молока та його продуктів є основним 
джерелом забруднення більшості з цих патогенів [3]. Незважаючи на те, що 
непастеризоване молоко не доступне для більшості споживачів, воно все ще 
споживається молочними фермерами та захисниками користі сирого органічного 
молока [4, 25].  
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S. aureus є одним із мікроорганізмів, відповідальних за мастит у молочних корів 
та може поширюватись через сире молоко, навіть забруднювати їжу після 
пастеризації внаслідок неналежної обробки під час виробництва. Деякі штами S. 
aureus продукують термічно стабільні ентеротоксини, які не знищуються при 
приготуванні продуктів. Внаслідок цього забруднені продукти залишаються 
небезпечними навіть після знищення бактерій, споживання їх може призвести до 
інтоксикації організму людини [26]. 
Отже, потенціальним джерелом виникнення загроз для здоров'я людини є 
мікробне забруднення молочних продуктів, оскільки молоко та молочні продукти є 
сприятливим середовищем для розвитку та переносу різних хвороботворних 
бактерій та вірусів.  
 З розвитком суспільства, молочної індустрії система забезпечення якості та 
безпечності молочних продуктів постійно удосконалюється. Інтенсифікація і 
глобалізація сучасного виробництва харчових продуктів і міждержавних торгових 
відносин обумовили створення міжнародного харчового законодавства з метою 
впровадження жорсткіших вимог до безпечності харчових продуктів. Було прийнято 
Кодекс Аліментаріус (КА), що містить 13 томів, з них Том 12 «Молоко і молочні 
продукти». Головна мета діяльності Комісії КА полягає в створенні погоджених на 
міжнародному рівні правил національної системи контролю продуктів з 
урахуванням особливостей кожної країни. При цьому головним пріоритетом Комісії 
КА є захист інтересів споживачів, що передбачає виконання мінімально необхідних 
вимог до продуктів, які гарантують їх безпечність (відсутність ризику для здоров'я 
людини) і якість [27]. 
Процес інтеграції України до Світової Організації Торгівлі (СОТ) розвивається 
в напрямку гармонізації вітчизняного законодавства з міжнародним, адаптації 
національних стандартів безпечності харчової продукції до світових вимог. Слід 
зазначити, що головною розбіжністю у вітчизняному і європейському законодавстві 
є ставлення до таких категорій, як: якість і безпечність продукту. В країнах ЄС 
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якість харчових продуктів — це категорія суто комерційна, котра не підлягає 
контролю з боку держави. В Україні якість і безпечність харчових продуктів — 
єдине ціле, і тільки в такому разі продукція відповідає вітчизняним стандартам. 
Важливим є також збереження українських смакових і технологічних традицій [12]. 
В нашій країні діє національна система мікробіологічного контролю виробництва 
молочних продуктів, яка регулюється низкою нормативних і керівних документів, 
як: Закон України «Про ветеринарну медицину» від 07.10.2008 р. №2498-XII (із 
змінами та доповненнями), «Про безпечність та якість харчових продуктів» від 
23.12.1997 № 771/97-ВР (в редакції 25.10.2010; із змінами та доповненнями), «Про 
молоко та молочні продукти» від 24.06.2007 № 1870 –IV (із змінами та 
доповненнями), різноманітні ДСТУ, ДСТУ ISO, ТУ, санітарні правила, методичні 
рекомендації і т. д. [1, 29].  
Всі названі системи контролю за якістю та безпечністю молочної продукції 
розглядають молоко-сировину як першу активну точку ризику під час виробництва 
молочних продуктів. За розробки способів забезпечення безпеки продуктів 
харчування велика увага приділяється рівню мікробної контамінації сировини та 
продуктів, впровадженню нових технологічних процесів та дотримання гігієнічних 
вимог виробництва. Під час виробництва молока факторами мікробіологічного 
ризику є: якість сировини, властивості пакувальних матеріалів, технологічне 
обладнання. Одним із основних показників якості та безпечності молока-сировини є 
загальне мікробне забруднення – кількість мезофільних аеробних та факультативно 
анаеробних мікроорганізмів (КМАФАнМ). Цей показник ураховує наявність у 
молоці будь-яких видів мікроорганізмів, у тому числі необхідних для визрівання 
молока лактококів і лактобацил, а також шкідливої та патогенної мікрофлори. За 
рекомендаціями ММФ загальний вміст мікроорганізмів у молоці-сировині вищої 
якості повинен бути не більше 100 тис. КУО/см3. Такий же показник прийнятий у 
США та більшості країн Європи. В Україні якість молочної сировини, котру 
приймають на переробні підприємства для виготовлення молочних продуктів, 
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регламентується «Правилами ветеринарно-санітарної експертизи молока і молочних 
продуктів та вимог щодо їх реалізації» (наказ Державного департаменту 
ветеринарної медицини №49), вимогами ДСТУ 3662-2018 «Молоко сировина 
коров’яче. Технічні умови». Цей стандарт є переглядом ДСТУ 3662:2015 Молоко-
сировина коров’яче. Технічні умови та уводиться зі скасуванням ДСТУ 3662-97 
Молоко коров’яче незбиране. Вимоги при закупівлі. До цього стандарту було 
внесено зміни та доповнення у частині введення нового ґатунку сировини «Екстра» 
[30].  
 Посилений мікробіологічний контроль проводять, виходячи з внутрішньо-
заводської ситуації на молокопереробному підприємстві у разі появи 
органолептичних вад готового продукту, пов’язаних із забрудненням молочної 
сировини певними групами мікроорганізмів. Для виявлення можливих причин 
мікробіологічного псування продукту доцільно проводити розширену оцінку складу 
мікрофлори, тобто визначати в молоці не лише КМАФАнМ, але й кількість 
психротрофних, термофільних мікроорганізмів, а також наявність інших 
технологічно-шкідливих мікроорганізмів [31].  
З’явилось багато нових методів, які використовуються поряд із традиційними 
мікробіологічними методами досліджень молочних продуктів. Так, для експрес-
діагностики мікробного забруднення обладнання, продуктів використовують метод 
АТФ-люмінометрії за концентрацією внутрішньо-клітинного АТФ, величина якого 
залежить від мікробної контамінації. Чим більше клітин у досліджуваному зразку, 
тим вище вміст АТФ. Межа виявлення клітин за вмістом внутрішньо-клітинного 
АТФ складає менше 1000 клітин у 1 см3 зразка, похибка вимірів становить 
приблизно 5% [32]. Для підрахунку загального мікробного числа використовують 
аналізатори з комп’ютерними системами (САSВА™, Spiral Biotech, Inc., Bethesda, 
МD, Васtometer™ та Маltus™). Їхня робота заснована на вимірюванні 
біолюмінісценції, використанні эпіфлюоресцентних фільтрів і гідрофобних 
фільтрувальних систем із пористими мембранами, вимірюванні електропровідності 
  
51 
середовища (імпедансу). Необхідність у методах виявлення патогенних 
мікроорганізмів, значущих для здоров’я людини, таких як: Listeria, Sаlmonella, Е. 
coli О157:Н7, обумовила розробку швидких методів їхньої детекції. Це імунно-
ферментні методи та ELISA для Sаlmonella і Listeria, пасивна латексна аглютинація 
для виявлення та кількісного визначення стафілококових токсинів, імунно-
дифузійний тест для Salmonella, магнітно-крапельний імунний метод для Listeria. 
Серед нових методів швидкої детекції та характеристики патогенів харчового 
походження є молекулярні методи: ДНК-ДНК гібридизація та полімеразна 
ланцюгова реакція (ПЛР). Проте використання швидких автоматизованих методів у 
промисловій мікробіології молока наразі обмежене, зокрема, у зв’язку з 
законодавчими вимогами щодо застосування традиційного підрахунку колоній [33]. 
Отже, найбільш дискусійними питаннями, рішення яких буде сприяти 
забезпеченню якості та безпечності молочних продуктів є наступні: виявлення та 
вивчення ролі та культуральних властивостей мікроорганізмів, які викликають 
псування молочної сировини та молочних продуктів – технологічно-шкідливої 
мікрофлори, мікроорганізмів, які впливають на санітарно-гігієнічний стан 
виробництва; удосконалення відповідних санітарно-гігієнічних норм для молочних 
продуктів; розробка систем управління якістю на молочних підприємствах; 
впровадження інформативних мікробіологічних методів детекції. Ступінь небезпеки 
сторонньої мікрофлори визначається її біологічними властивостями та кількістю. 
Таким чином, для оцінки якості та безпечності молочної сировини необхідно 
користуватись комплексним підходом для встановлення повного мікробного 
профілю.  
 
1.1.2. Моніторинг антибіотиків у молочній сировині. Безпечність молока та 
продуктів його переробляння забезпечують через дотримання максимально 
допустимих норм показників безпечності, які об'єднують: не лише мікробіологічні 
показники, а й антимікробні препарати (антибіотики і гормональні препарати), 
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афлатоксини, токсичні елементи, пестициди тощо. Антибіотики – це продукти 
життєдіяльності мікроорганізмів, а також їх напівсинтетичні похідні та синтетичні 
аналоги, які пригнічують або згубно діють на збудників хвороб. При потраплянні в 
організм людини антибіотики змінюють мікробіоценоз кишечника, внаслідок чого 
порушується синтез вітамінів і розмножуються патогенні мікроорганізми. Тому 
споживання людиною продуктів, які містять залишкові кількості антибіотиків, 
пригнічує мікрофлору кишечнику, може спровокувати дисбактеріоз, вторинні 
грибкові інфекції, прояви алергічного характеру, викликати нудоту, блювоту, розлад 
функцій травної системи, зміни слизових оболонок шлунково-кишкового тракту, 
знизити опірність організму та підвищити стійкість патогенних мікроорганізмів.   
У молочному виробництві антимікробні препарати або антибіотики 
застосовують для лікування інфекцій великої рогатої худоби, як промотори росту та 
профілактичні засоби. У багатьох випадках коровам потрібна антибіотикотерапія 
цефалоспоринами, тетрацикліном при маститі та хромоті, відповідно. Крім того, 
фермери часто профілактично вводять антибіотики для запобігання інфікування, як 
правило, пеніцилін G або дигідрострептоміцин. Одним із головних наслідків 
надмірного та неправильного використання антибіотиків у медицині та ветеринарії 
стало поширення детермінант антибіотикорезистентності серед мікроорганізмів, в 
тому числі патогенів людини [34]. Збільшення антибіотикорезистентності, в 
кінцевому підсумку, призвело до зниження ефективності рутинних режимів 
дезінфекції. Виникли штами, що набули стійкості до практично всіх наявних на 
ринку антибіотиків. Широке використання антибактеріальних препаратів у 
сільському господарстві та тваринництві вважається потенційним фактором ризику 
для посилення поширюваності антимікробної резистентності серед бактерій тварин, 
з яких виробляють продукти харчування [35]. Антибіотичний тиск сприяє відбору та 
поширенню маркерів стійкості шляхом горизонтальної передачі [36].  
Із цих причин вміст антибіотиків у молоці та продуктах його переробляння 
суворо регламентується. Наприклад, стандарти безпеки молока у США визначені в 
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Указі про пастеризоване молоко сорту "А", в Європейському Союзі (ЄС) - у 
Регламенті ЄС 853/2004 [37]. У нашій країні згідно з ДСТУ 3662-2018 у молоці «не 
допустимо наявності інгібувальних та фальсифікувальних речовин (мийно-
дезінфікувальних засобів, консервантів, формаліну, соди, аміаку, пероксиду водню, 
антибіотиків, білків та жирів немолочного походження тощо») [30]. 
Завдяки стурбованості резистентністю до антибіотиків у патогенних бактерій 
спостерігається інтерес до досліджень щодо розробки нових антимікробних 
препаратів і нових режимів дезінфекції. Серед цих терапевтичних альтернатив 
особливу увагу отримують системи моніторингу залишків антибіотиків у молочній 
сировині. Існує декілька різних методів виявлення залишків антимікробних речовин 
в молоці та молочних продуктах, які поділяють на: мікробіологічні, біохімічні, 
хроматографічні та інші [38-39]. 
До мікробіологічних методів визначення інгібуючих речовин у молочній 
сировині відноситься метод, заснований на порівняльному визначенні 
дегідрогеназної активності чутливої до інгібіторів тест-культури Streptococcus 
thermophilus під час її розвитку у молоці, що досліджується, та стандартному зразку 
згідно з ГОСТ 23454. Цей метод був арбітражним, але втратив чинність у правовому 
полі України з 01.01.19 р.  
Аналізування молока щодо вмісту соди здійснюють згідно з ДСТУ 8378, аміаку 
— згідно з ДСТУ 7359, пероксиду водню — згідно з ДСТУ 7356. Для виробничників 
є альтернативні методи визначання нейтралізуючих речовин. Так, фірма ООО 
«Аналитические готовые формы» створила індикаторні смужки «молоко-сода-
аміак», чутливість яких значно вища ніж чутливість стандартизованих методів. За 
даними Е.А. Юрової мінімальне значення масової частки аміаку, що можна 
визначити за допомогою цих смужок - 5×10-4 %; соди – 0,005% [40]. 
Визначення залишків антибіотиків проводять методом дифузії в агаровий гель 
зі застосуванням тестів: Polutest M, Polutest MS, Polutest MSS, Delvotest P, Delvotest 
SP, Copan Test (CH-ATK), брильянтово-чорного редукційного тесту (БРТ) та інш. 
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Суть цих методів полягає у підтвердженні гальмування росту тест-культури 
(Вacillus stearothermophilus var. calidolactis С 953). Якщо досліджуване молоко 
містить інгібуючі речовини, тоді тест-культура не розвивається і, відповідно, не 
змінюється колір субстрату [41]. 
 Так, при використанні дифузійних тестів Polutest М та Polutest МS для 
визначення антибіотиків, сульфаніламідних та інших гальмуючих речовин 
застосовують метод регідратації (утворення гелю після розчинення складників тест-
системи, забарвленого від пурпурного до пурпурно-фіолетового кольору). На 
поверхню зволоженого гелю піпеткою або мікропіпеткою наносять по 0,1 см3 
досліджуваних проб молока та інкубують за температури (64±1) °С впродовж 3 год 
15 хв (для Polutest М – із визначенням антибіотиків) та для Polutest МS (із 
визначенням антибіотиків та сульфаніламідів) – (3 год 15 хв ± 15 хв) до моменту 
зміни забарвлення контрольного зразку з пурпурно-фіолетового на жовто-кремове 
[41]. 
Визначання інгібіторів хімічної природи за допомогою Сораn Tеsт (CH-ATK) з 
використанням тестового мікроорганізму (Вac. stearothermophilus var. calidolactis С 
953) триває впродовж 2,5-3 год. Під час інкубації (2,5 год ± 15 хв) у разі БРТ 
кількість тестових мікроорганізмів (Вac. stearothermophilus var. calidolactis С 953) 
збільшується та взаємодіє з редокс-індикатором брильянтово-чорним. Це 
призводить до розпаду двох озоносполучень, внаслідок чого відбувається зміна 
кольору середовища з блакитного на жовтий та далі - в безбарвний. Наявність у 
пробі небажаних речовин пригнічує ріст мікроорганізмів, тоді колір тестового 
середовища не змінюється, тобто, залишається блакитним [41]. 
  Необхідно зауважити, що за кордоном найбільшого поширення набула тест-
система Дельвотест з застосуванням тест-культури Вac. stearothermophilus var. 
calidolactis С 953 для визначення наявності антибіотиків і сульфамідних речовин 
впродовж 1-3 год. Метод рекомендовано Міжнародною молочною федерацією як 
міжнародний стандарт. О.И. Кальницкая зі співробітниками Московського 
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державного університету прикладної біотехнології показали, що найбільшу 
чутливість тест-система проявляє до пеніциліну, неоміцину та гентаміцину. 
Лінкоміцин і стрептоміцин змінюють колір тест-системи за концентрації в молоці 
0,04 мг/кг та вище. А такі антибіотики, як левоміцетин, олеандоміцин, поліміксин і 
римфампіцин приводять до зміни кольору тест-системи лише за концентрації вище 
ніж 0,1 мг/кг. Отже результати, отримані за допомогою системи Дельвотест, повинні 
підтверджуватись додатковими методами для встановлення низьких концентрацій 
цілого ряду антибіотиків [42]. 
Біохімічний метод зі застосуванням Пензим-тесту дозволяє візуально 
визначити забрудненість молока лише антибіотиками групи бета-лактамів з 
концентрацією вище ніж 0,017 IU пеніциліну в 1 см3 молока. Якщо вміст 
антибіотиків групи бета-лактамів нижчий або дорівнює цю межу необхідно 
застосовувати або хроматографічний метод за допомогою тест-системи Бета-Стар, 
або триваліші за часом виконання мікробіологічні пошукові тести [8].  
 Стійкість до антибіотиків промислових штамів. Упродовж останніх років 
велика увага приділяється продуктам харчування, як можливому джерелу 
поширення генів стійкості до антибіотиків. Однак насьогодні існує доволі мало 
відомостей щодо набутої стійкості до антибіотиків серед МКБ, виділених з 
продуктів харчування. Більше інформації відомо щодо патогенних ентерококів, тоді 
як кількість подібних досліджень резистентності у лактобацил та лактококів є дуже 
малою. Багато дослідників схиляються до думки, що бактерії-коменсали (серед них і 
МКБ) можуть бути резервуарами генів стійкості до антибіотиків, подібних до генів 
резистентності патогенних для людини мікроорганізмів. Основною загрозою, яку 
пов’язують з МКБ є можливість перенесення генів антибіотикостійкості до 
патогенних мікроорганізмів. Гени, які кодують стійкість до таких антибіотиків як: 
тетрациклін, еритроміцин та ванкоміцин були знайдені у Lactococcus, Enterococcus, 
а нещодавно і в штамах роду Lactobacillus, виділених із ферментованого м’яса та 
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молочних продуктів. Тому дуже важливо зрозуміти як поширюється стійкість до 
антибіотиків у популяції цих мікроорганізмів [43-44].  
У 1998 році було створено проект Reservoirs of Antibiotic Resistance (ROAR) 
[http://www.apua.org]) для дослідження поширення та селективності непатогенних, 
стійких до антибіотиків бактерій людини під час виробництва харчових продуктів та 
у навколишньому середовищі. Хоча більшість МКБ набули статусу безпечних 
мікроорганізмів, ризик щодо перенесення генів стійкості від МКБ (що потрапили з 
їжею) до патогенних мікроорганізмів шлунково-кишкового тракту залишається. 
Широке застосування пробіотиків, які містять гени стійкості до антибіотиків також 
може мати негативні наслідки, зокрема, за рахунок перенесення таких генів до 
патогенної мікрофлори ШКТ людини. Ефективність поширення резистентності до 
антибіотиків визначається двома факторами - наявністю генів резистентності та 
селективним тиском, які створюють антибіотики [43, 45].  
Гени стійкості до антибіотиків можуть вертикально або горизонтально 
передаватись у популяції мікроорганізмів. Вертикальне поширення відбувається 
внаслідок клонування резистентного штаму. Стійкість бактерій до антибіотиків 
посилюється також завдяки горизонтальному перенесенню генів резистентності у 
популяції мікроорганізмів за участі кон'югативних плазмід, транспозонів, 
інтегронів, а також літичних та помірних бактеріофагів [46].  
Резистентність до того чи іншого антибіотика може бути природною для 
певного виду чи роду, що дозволяє мікроорганізмам успішно співіснувати в 
присутності антимікробного агента. Природна резистентність не передається 
горизонтально, тому такі непатогенні бактерії не становлять загрози. Набута 
резистентність з’являється у деяких штамів певного виду, що, зазвичай, є чутливими 
до антибіотика. Така резистентність може поширюватись горизонтально серед 
бактерій [45]. Набута резистентність може виникнути в результаті мутацій у 
бактеріальному геномі або через набуття додаткових генів, продукти яких 
обумовлюють: 1) модифікацію мішеней для антибіотика (наприклад: метилірування 
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23S рРНК, зміни у амінокислотній послідовності ферменту топоізомерази) [66]; 2) 
зміну проникності клітинної стінки бактерій; 3) ферментну інактивацію антибіотика 
(h-лактамазою, аміноглікозид ацетил-, нуклеотидил- та фосфорил-трансферазами 
тощо); 4) активний викид антибіотиків з клітини (наприклад: вбудовування у 
мембрану АТФ-залежних помп, які виводять антибіотики) або зміну метаболічних 
шляхів для компенсації порушених антибіотиком функцій [47].  
Селективний тиск, створений використанням антибіотиків відігріє ключову 
роль у поширенні бактеріальної резистентності [48]. Один антибіотик може 
ініціювати резистентність не лише до самого себе, але й до подібних за структурою 
хімічних сполук, наприклад: стійкість до тетрацикліну tet (M) передбачає також 
стійкість до окситетрацикліну, доксицикліну та міноцикліну [49]. Стійкість до 
макролідів, лінкозамідів та стрептограміну В забезпечується одним геном erm [50].  
Крім того, велика кількість плазмід містить декілька генів стійкості до 
антибіотиків, що виникли в результаті сумісного перенесення. Вчені повідомили 
про наявність генів стійкості tet (M) та erm (B) у 61,961% лактобацил, виділених з 
організму людини та харчових продуктів Туреччини. Резистентні штами належали 
до видів Lb. acidophilus, Lb. crispatus, Lb. gasseri та Lb. plantarum [45]. Це 
підтверджує той факт, що гени стійкості до антибіотиків можуть потрапляти до 
ШКТ людини з молочними продуктами, котрі містять резистентні мікроорганізми. 
Натомість декілька досліджень показали повну чутливість до антимікробних агентів 
у штамів (окрім тих, що мають природну резистентність), які застосовують у 
заквасках для м’ясних [51] чи молочних продуктів [52]. 
 Визначення чутливих до антибіотиків штамів. Чітке визначення критичних 
концентрацій для розмежування чутливих та резистентних штамів є дуже важливим, 
оскільки дозволяє встановити механізм резистентності (набута чи природна 
стійкість) мікроорганізмів [53]. Мінімальна інгібуюча концентрація (MІК) 
антибіотиків - це критична концентрація антибіотиків, за якої бактеріальні штами 
виживають і тому вважаються резистентними. Визначення MІК антибіотиків не є 
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обов’язковим для видів, які мають природну резистентність до них. Окрім клінічної 
MIК, яка допомагає лікарям обирати антимікробний агент, існує мікробіологічна 
MIК, яку визначають, додаючи антибіотик у популяцію мікроорганізмів [54]. 
Частина популяції, яка чітко вирізняється за стійкістю до антимікробного агента 
порівняно з чутливими бактеріями, вважається резистентною. Мікробіологічна MIК 
є важливою для ідентифікації бактеріального штаму з набутою резистентністю та 
встановлення можливості перенесення такої стійкості.  
 Через велику кількість доступних методів немає єдиного стандарту для 
визначення MIК у молочнокислих та біфідобактерій. Результати різних методів 
встановлення резистентності, зокрема додавання антибіотиків у агар [55], метод 
дисків [56] чи додавання антибіотиків у бульйон [57] не можна повноцінно 
порівнювати. Наприклад, метод дисків не достатньо чутливий для виявлення 
резистентності ентерококів до невисоких концентрацій ванкоміцину (MІК від 8 до 
32 мг/см3) [58]. Склад середовища, в якому вирощують культуру може значно 
вплинути на її чутливість [59]. Орім того, більшість МКБ погано ростуть у 
традиційних середовищах для дослідження чутливості до антибіотиків (наприклад: 
Mueller-Hinton (Difco) чи Isosensitest (Oxoid)). Є дані, що середовище для МКБ може 
інактивувати деякі антибіотики, як, наприклад, іміпенем. Оптимальне середовище 
для проведення цих тестувань для молочнокислих та біфідобактерій ще й досі не 
знайдено [60].  
Молекулярно-генетичні методи дозволяють чітко встановити наявність одного 
чи кількох генів стійкості в геномі бактерії [61].  
Спектр резистентності до антибіотиків у бактерій родів Lactobacillus, 
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium та 
Propionibacterium істотно розрізняється, чітких видоспецифічних особливостей 
насьогодні не виявлено. Однак, більшість видів вищезгаданих родів резистентні до 
метронідазолу (MIК>32 мкг/см3) [62], оскільки вони не мають ферменту гідрогенази, 
яка є мішенню даного антибіотика. Також вони резистентні до триметоприму 
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(MIК>30 мкг/см3) та сульфаніламідів (MIК>256 мкг/см3) [52, 56]. Така 
резистентність пояснюється обмеженою кількістю біосинтетичних біохімічних 
шляхів, включаючи біосинтез фолієвої кислоти, характерних для МКБ [52].  
З іншого боку, більшість молочнокислих та біфідобактерій чутливі до 
піперациліну та піперациліну з тазобактамом (MIК>16 мкг/см3). Роди Lactobacillus, 
Lactococcus та Leuconostoc проявляють резистентність до високих концентрацій 
цефокситину (MIК>30 мкг/см3) [56, 62-63], тоді як біфідобактерії є чутливими до 
цього антибіотика [62].  
Більшість Lactobacillus, Pediococcus та Leuconostoc є резистентними до високих 
концентрацій ванкоміцину (MIК>256 мкг/см3), тоді як Lactococcus є дуже чутливими 
до цього антибіотика (MIК>2 мкг/см3) [62–64]. Чутливість біфідобактерій до 
ванкоміцину сильно варіює і є індивідуальною для кожного виду [65]. 
Резистентність Lactobacillus, Pediococcus та Leuconostoc до ванкоміцину 
пояснюється наявністю у складі їхнього пептидоглікану D -Aлa-D-лактату, а не D-
Aлa–D-Aлa дипептиду, як у чутливих штамів [64]. Така резистентність МКБ, 
пов’язана з відсутністю мішені дії антибіотика, є природною і відрізняється від 
стійкості до ванкоміцину, що зумовлена мобільними плазмідними генами у 
ентерококів [66]. Незважаючи на це, стійкість до ванкоміцину у МКБ викликає 
занепокоєння, оскільки цей антибіотик є основним для боротьби з інфекційними 
захворюваннями, спричиненими мультирезистентними штамами S. aureus [67].  
Із великої кількості видів роду Streptococcus лише S. thermophilus 
використовується у молочній промисловості. Однак про даний вид існує лише 
декілька робіт, у яких характеризується його чутливість до хлорамфеніколу, 
тетрацикліну, еритроміцину, цефалотину, далфопситину та ципрофлоксацину. 
Натомість висока резистентність цього виду спостерігається до аміноглікозидів 
(гентаміцину, канаміцину та стрептоміцину), триметоприму та сульфадіазину. 
Варіабельною в межах роду є стійкість до пеніциліну G, ампіциліну та ванкоміцину 
[52, 68]. Для S. thermophilиs було показано взаємозв’язок між стійкістю до 
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антибіотиків та наявністю плазміди у клітині [68]. Нещодавно з 70 штамів S. 
thermophilиs було виявлено чотири резистентних до еритроміцину завдяки наявності 
рРНК метилази, що кодується геном erm(B) [69].  
Отже, бактерії можуть мати природну стійкість до антибіотиків, як, наприклад, 
у Leuconostoc та деяких лактобацил до ванкоміцину чи налідиксової кислоти. Немає 
жодного бар'єру між патогенними мікроорганізмами (стрептококами), потенційно 
патогенними (ентерококами) та коменсалами (лактобацилами та лактококами 
кишківника), який би запобігав передачі набутої резистентності. Для уникнення 
перенесення резистентності чи набуття стійкості бактеріями макроорганізму, 
пробіотики (лактобацили, лактококи, ентерококи, біфідобактерії) повинні не мати 
додаткових генів стійкості крім тих, які необхідні для комбінованого вживання 
разом з антибіотиками. На державному рівні потрібно заборонити використання 
клінічно-значущих антибіотиків, як підсилювачів росту у тваринному господарстві. 
Крім того, мінімізувати утворення резистентних до антибіотиків бактерій у 
продуктах тваринного походження, зокрема, молочних можливо шляхом ретельного 
моніторингу залишків антибіотиків у сировині [45].  
  
1.2. Вплив бактеріофагів на заквашувальну мікробіоту 
 
Бактеріофаги разом з іншими представниками царства Vira є найбільш 
поширеними біологічними агентами на планеті. З моменту їх відкриття у 1915 році 
та встановлення, що саме вони є основною причиною невдалих ферментацій, 
пройшло більше століття, однак проблема фаголізису промислових штамів МКБ і 
досі залишається актуальною. Внаслідок інфікування заквашувальних культур (ЗК) 
бактеріофагами відбувається зниження ферментативної та кислотопродукуючої 
активності штамів, що призводить до погіршення якості готової продукції. Крім 
того може відбуватись вторинна контамінація молочних виробів сторонньою 
мікрофлорою [70]. Очевидно, що все це призводить до великих матеріальних втрат 
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на виробництві, що спонукає вчених усього світу шукати можливі способи 
вирішення даної проблеми.  
На виробництвах, де зосереджена велика маса бактеріальної культури в 
експоненціальній фазі росту створюються сприятливі умови для розмноження 
бактеріофагів. За оцінками експертів 2/3 всіх ферментаційних процесів здійснюється 
МКБ виду L. lactis [71], значного поширення набули також бактерії S. thermophilus 
під час виробництва різноманітної молочної продукції [72]. Тому вірулентні фаги 
цих видів бактерій є найрозповсюдженішими на молокопереробних підприємствах і 
залишаються головними об’єктами біотехнологічних досліджень, які націлені на 
попередження їх негативного впливу на заквашувальну мікробіоту та процес 
виробництва ферментованих молочних продуктів.  
 
1.2.1. Види, властивості фагів L. lactis, S. thermophilus. 
Бактеріофаги Lactococcus lactis. Віруси, що вражають бактерії роду 
Lactococcus насьогодні є однією з найбільш досліджених груп бактеріофагів. Така 
зацікавленість пояснюється передусім значними економічними збитками, яких 
зазнає молочна промисловість внаслідок фаголізису ЗМ. Підвищення рівня рН, 
висока концентрація залишкової лактози, низький вміст молочної кислоти – це 
неповний перелік наслідків інфікування культури бактеріофагами [73].  
Згідно з Міжнародним Комітетом Таксономії Вірусів бактеріофаги L. lactis 
належать до порядку Caudovirales. До нього входить 95% всіх відомих насьогодні 
бактеріофагів, які на морфологічному та генетичному рівнях значно відрізняються 
один від одного. Даний порядок включає три родини: Myoviridae з довгими 
скорочувальними хвостами, Siphoviridae з довгими хвостами, що не скорочуються та 
Podoviridae з короткими хвостами [74].  
Більшість фагів лактококів належать до родини Siphoviridae. Представники 
даної родини мають змішаний тип симетрії, при якому капсид фага є ікосаедричним, 
а хвостовий відросток має спіральний тип симетрії. Зазвичай капсид фага 
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складається з 72 капсомерів, однак у межах родини зустрічаються віруси, капсид 
яких має 522 структурні одиниці. Діаметр капсиду варіює від 45 до 170 нм. 
Бактеріофаги родини Siphoviridae на дистальному кінці хвостового відростку 
можуть мати шипи, фібрили або базальні пластинки [74-75]. Нескорочувальний 
хвіст лактофагів складається з одного-двох білків. Хвостові фібрили, якими вірус 
приєднується до поверхневих рецепторів клітини господаря, містять протеїни з 
ендоглюкозидазною та гідролізною активностями [76].  
Представники родини Siphoviridae мають лінійну дволанцюгову ДНК, довжина 
якої варіює від 18 до 50 т.п.н. Вміст Г+Ц пар може становити від 27 до 72%. Геном 
кодує до 60 генів, які утворюють кластери відповідно до функцій, що їх продукти 
виконують. Порядок експресії генів чітко регулюється. Спочатку експресcуються 
ранні гени, продукти яких відповідають за реплікацію вірусної ДНК та модифікацію 
систем синтезу клітини-господаря. Пізні гени кодують структурні протеїни та 
різноманітні ферменти для лізису клітини. Після проникнення у бактеріальну 
клітину вірусна ДНК може залишатись лінійною або згортатися у кільце. Реплікація 
ДНК може бути як одно, так і двонаправленою з утворенням конкатемерів. Для 
транскрипції більшість представників родини Siphoviridae потребують бактеріальної 
РНК-полімерази [72, 75, 77].  
Основні види. На основі морфології та гомології ДНК послідовностей фаги 
Lactococcus було поділено на 12 видів, три з яких, а саме: 936, с2 та Р335 є 
найпоширенішими - до них належить 98% всіх відомих насьогодні лактофагів. 
Решта бактеріофагів, зокрема, KSY1, P087, Q54, 1358, 1706 є представниками 
рідкісних груп фагів. Вважається, що такі віруси виникли внаслідок численних 
нелегітимних рекомбінацій між лактофагами та вірусами, які вражають інші бактерії 
[78].  
 Бактеріофаги з родини Siphoviridae ще поділяють на три морфотипи, однак 
лише два з них активні щодо Lactococcus. До морфотипу В1 належать фаги з 
маленьким ізометричним капсидом та довгим хвостовим відростком, що не 
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скорочується; до морфотипу В2 - фаги з видовженим капсидом та довгим 
нескоротливим хвостом. Більшість фагів з ізометричним капсидом належать до 936 
та Р335 видів, тоді як з видовженим капсидом зустрічаються переважно фаги с2 
виду [75, 78-79]. Р335 вид бактеріофагів містить як вірулентні, так і помірні фаги, а 
віруси с2 та 936 видів є виключно вірулентними [72, 77]. Для вищезгаданих 
лактофагів описані ареали їх поширення. Зокрема, бактеріофаги 936 виду 
зустрічаються здебільшого у Франції, Германії, Канаді та Новій Зеландії, тоді як с2 
виду поширеніші на території Росії. Впродовж останніх років американські 
дослідники все частіше визнають, що причиною фаголізису на молочних 
підприємствах є бактеріофаги Р335 виду [78]. 
Бактеріофаги Р335 виду вперше виділено ще у 1979 році в Німеччині. 
Представники виду мають ізометричний капсид діаметром (53,4±2,1) нм, 
нескоротливий хвіст довжиною (130,1±3,3) нм та (11,1±0,8) нм у діаметрі, з 
базальною пластинкою, що складається з верхньої частини, кількох відростків та 
нижньої частини (варіює у розмірах і може бути у вигляді перпендикулярних фібрил 
або конічної структури). Віруси Р335 виду мають складний комірець з короткими 
вусиками (максимум трьома) довжиною (17,9±2,3) нм з глобулярною структурою на 
кінці кожного з них [80].  
Молекулярно-генетичні дослідження показали, що фаги Р335 виду містять 
дволанцюгову лінійну ДНК довжиною приблизно 33 т.п.н., вміст Г+Ц пар становить 
35,5%. У геномі цих вірусів знайдено 50 відкритих рамок зчитування, для 29 з яких 
встановлено функцію. Для адсорбції віруси Р335 виду можуть використовувати 
гліцерол, фосфогліцерол, N-ацетилмурамову кислоту або мурамілдипептид, які 
входять до складу бактеріальної стінки [81]. 
Бактеріофаги 936 виду скдадають 50% від усіх відомих насьогодні фагів МКБ. 
Геном представлений ДНК довжиною від 26 до 32 т.п.н., містить 65 відкритих рамок 
зчитування, організованих у три блоки. Гени першого блоку кодують структурні 
білки оболонки вірусу, другого - гени, що відповідають за реплікацію, функція генів 
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третього блоку залишається невідомою. Геном є дуже консервативним у межах 
виду, відмінності можуть виникати внаслідок точкових мутацій, делецій або 
інсерцій і, зазвичай, є незначними [82]. Фаги 936 виду в якості рецепторів 
використовують полісахариди, фосфогліцерол, тейхоєву та ліпотейхоєву кислоти 
клітинної стінки бактерій [83]. Віруси цього виду є стійкішими до високих 
температури у порівнянні з іншими двома найбільш поширеними видами 
лактофагів. Так, вони витримують термообробку за 80°С впродовж 5 хв або за 60°С 
впродовж 10 хв [84]. 
Бактеріофаги с2 виду мають головку продовгуватої форми близько 60 нм у 
діаметрі, що складається з 72 капсомерів, та рухливий хвіст з короткими фібрилами 
[85]. Для адсорбції використовують вірусний мембранний протеїн (PIP), що 
незворотньо зв’язується з рецепторами клітини. Фаги с2 виду мають геном розміром 
22 т.п.н., який містить 39 відкритих рамок зчитування, 22 з них кодують ранні гени, 
сімнадцять – пізні. Дана група вірусів має власну ДНК-полімеразу, рекомбіназу, Ϭ-
фактор та протеїни-регулятори транскрипції. Транскрипція ранніх та пізніх генів 
відбувається у двох протилежних напрямах від некодуючої ділянки розміром 611 
п.н., що знаходиться у міжгенному регіоні. Насьогодні ідентифіковано основні 
структурні білки мол.м. 175, 90 та 29 кДa та мінорні білки мол.м. 143, 82, 66, 60, 44, 
42, 32 та 28 кДа, деякі з них піддаються посттрансляційним модифікаціям. Білки 
розміром 175 та 90 кДа ідентифіковано як основні протеїни капсиду фага, масою 29 
та 60 кДа - основні протеїни хвостового відростку [86]. 
Бактеріофаги Streptococcus thermophilus. Для класифікації фагів S. 
thermophilus запропоновано поділити їх на дві групи за кількістю головних 
структурних білків, що беруть участь у процесі упакування ДНК. Було виділено 
наступні групи: 1) включає фаги з двома головними структурними білками та cos-
типом упакування ДНК; 2) включає фаги з трьома головними структурними білками 
та pac-типом упакування ДНК [87]. 
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На сьогоднішній день кількість секвенованих геномів бактеріофагів зростає з 
кожним днем, що в свою чергу дозволяє судити про риси подібностей між різними 
фаговими геномами на рівні нуклеотидів. На основі проведення порівняння 
відмінностей між нуклеотидами можна визначити літичний тип фагу, склад 
поліпептидів, групу імунності, коло хазяїв, механізм упакування ДНК, географічні 
та екологічні райони поширення [88]. 
Морфологічна будова бактеріофагів бактеріофагів S. thermophilus відноситься 
до групи В1 згідно визначника Bredley, родини Siphoviridea. Фаги мають ізометричні 
головки (у середньому від 42 до 63 нм у діаметрі), хвости довжиною (200-300) нм, 
не мають комірця [89].   
Упакування ДНК цих фагів може здійснюватись за двома типами механізмів: 
cos i pac. Перший механізм використовує cos-сайти на фаговому геномі як стоп- та 
старт-кодони сигналювання для кожного циклу ДНК-упакування. При цьому 
терміназа розпізнає дані послідовності нуклеотидів разом із сусідніми районами та 
відщеплює окремі частини хромосоми певної довжини від кільцевої молекули ДНК. 
В результаті утворюються виступаючі самокомплементарні лінійні одноланцюгові 
кінці, так звані «липкі кінці», стає можливим лігування ДНК фагу і створення 
кільцевої молекули, далі геном фагу інкапсулюється у прокапсид. Після інфікування 
клітин МКБ кільцева молекула ДНК стає основою для реплікації та інтеграції у 
геном бактерій. Даний механізм упакування ДНК був вивчений і описаний у 2005 
році Olivera на основі фагу λ, Т3 та Т7 [90].  
Pac-тип упакування ДНК фагу відбувається лише у разі впізнавання 
специфічних послідовностей геному, які називаються pac-сайти. Після чого 
активізується ендонуклеазна активність і відбувається розрізання молекули ДНК 
таким чином, щоб перший конкатемер слугував субстратом для розрізання 
наступного. Коли достатня кількість геному упаковано терміназа починає сіквенс-
незалежне розрізання. Подальше упакування починається тільки у випадку 
розрізання молекули ДНК на певні відрізки. Даний механізм призводить до 
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видалення зайвих елементів та частково робить дані молекули ДНК кільцевими. Цей 
ДНК-пакуючий механізм використовує два субстрати для упакування: pac-сайти 
впізнавання для першого літичного циклу та ДНК кінці для наступного циклу 
капсулювання. Згідно досліджень Olivera один такий конкатемер може дати початок 
12 окремим літичним циклам розвитку фагової активності [90].  
 
1.2.2. Особливості взаємодії фагів з МКБ. Встановлено, що на ефективність 
адсорбції і реплікації фагів впливають склад і рН поживного середовища, 
температура культивування. Оптимум дії фагів співпадає з оптимальною 
температурою для росту клітини-хазяїна: для мезофільних МКБ – (28-32) ºС, для 
термофільних – (38-42) ºС [91].  
Сучасні дослідження спрямовані на вивчення генетичної сторони процесу 
інфікування. Так, Oram [92], Keogh [93] охарактеризували сайти фагової рецепції. 
Роботи Jarvis [94] та Keogh [93] показали локалізацію сайтів антигенів та білків 
фагових рецепторів. Lakshmidevi [95] визначив сайти, у яких відбувається інтеграція 
профага ВК5 -Т у бактеріальну хромосому (att). Loof [96] ідентифікував участки 
ДНК, які кодують фаговий відросток і контактний волосок фагу Р008. Проводяться 
дослідження фагової адсорбції, проникнення ДНК та її реплікації - фагового 
розвитку на молекулярному рівні [97]. 
Генетичні дослідження фагів МКБ надають можливість встановити механізми 
інгібування фагової реплікації через використання «антисмислової» мРНК, 
направленої проти головних фагових функцій [98]. Подібні роботи необхідні для 
з’ясування механізмів, які використовує бактеріофаг на молекулярному рівні для 
враження МКБ та уникнення їх захисної дії. 
Лізини бактеріофагів. При інфікуванні МКБ фаги виділяють лізини, які здатні 
спричиняти пошкодження та повне руйнування зв’язків у пептидоглікановому шарі 
клітинної стінки бактерій, що призводить до їх лізису. Всі фагові лізини руйнують 
як живі, так і мертві клітини штамів МКБ. Показано, що тип лізинів, які 
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продукуються у фагоінфікованій культурі S. lactis ML3 був генетично закодованим у 
ДНК фага [92]. Mullan [99] повідомив, що у дво- або багатоштамових заквасках 
фагові лізини можуть інгібувати окремі штами, які є нечутливими до цього фагу. 
Jarvis [100] виявив, що 30 із 52 фагів продукували лізини щонайменше на одному з 
39 індикаторних штамів.  
Знайдено два різні класи літичних ферментів у бактеріофагів МКБ. Для фагів  
Lactobacillus, це – mv1, LL-H та phi-gle; фаги Lactococcus мають мурамінідазу LC-3 і 
Tuc2009; фаги S. thermophilus та Lactococcus - ВК5-Т і US3 амідазу. Обидва класи 
літичних ензимів мають дводоменну структуру: на N-кінці міститься ензиматична 
активність, а на C-кінці – зв'язуючий домен [97]. У лізинів бактеріофага S. 
thermophilus передують два холіни, тип І і тип ІІ холіни, що визначаються за 
кількістю трансмембранних доменів. Експресія холіну типу І призводить до 
помірного зниження життєздатності клітин МКБ, натомість холін типу ІІ вбиває 
клітини. У DT1 фага S. thermophilus холін (ORF24) і лізин (ORF25) були 
близькоспорідненими за даними літичними ферментами до інших грампозитивних 
фагів [101].  
Явище лізогенії у молочних стрептококів було доведено ще у 1949 році [102]. 
Встановлено, що штами молочних стрептококів, виділених із комерційних 
мультиштамових заквасок [103], з непастеризованого молока [104] та з заквасок 
кисломолочного виробництва [99, 105-106] були лізогенними.  
Помірні фаги можуть бути спонтанно активовані у клітинах молочних 
стрептококів, однак, частіше це відбувається внаслідок впливу хлороформу, 
мітоміцину С, ультрафіолетового випромінювання чи підвищення температури. 
Існує відмінність між результатами, отриманими за використання різних методів 
індукції профагів, так само, як і між різними методами спостереження [100]. 
Найбільший рівень лізогенії (80%) встановлено за допомогою електронної 
мікроскопії [107-108]. Reyrolle [102] показав, що найнижчий рівень лізогенії був 
спричинений ростом помірних фагів на індикаторних штамах. Згідно п’яти 
  
68 
досліджень тільки 1 із 9% помірних фагів може розмножуватись на потенційних 
індикаторних штамах [102, 104, 106, 109-110].  
Взаємозв’язок між помірними та літичними фагами є вагомим внаслідок 
імовірної ролі лізогенних стрептококів, як джерела фагів при виробництві 
різноманітної молочної продукції [111]. Встановлено, що помірні фаги S. cremoris 
R1T i BK5T [94, 112-113] розмножувались на певних заквашувальних штамах. 
Використання штаму S. cremoris R1 для виробництва сиру Гауда було широко 
поширеним у Європі, що може пояснити знаходження літичних фагів, споріднених 
до помірного фагу R1T штаму S. cremoris R1 [114-115]. 
Часткова гомологія знайдена між деякими помірними та літичними фагами [94, 
114, 116] може бути вагомою у розумінні еволюції фагів. Так, автори [116-117] 
зробили висновок, що рекомбінації ДНК можуть бути частиною процесу еволюції 
літичних фагів один від одного. Отже, цілком імовірно, що помірні фаги є одним із 
джерел виникнення рекомбінантних фагових ДНК. 
 
1.3.    Біотехнологічні способи збереження активності заквашувальної 
мікробіоти для молочної продукції 
 
1.3.1. Детекція та інактивація бактеріофагів. Ураження МКБ фагами 
залишається основною причиною невдалих ферментацій в молочній промисловості. 
Фагові спалахи можуть спричинити значні економічні втрати через затримки 
виробництва, відходи інгредієнтів, одержання продуктів нижчої якості, зростання 
мікроорганізмів псування продуктів та патогенних бактерій, або навіть загальну 
втрату продукту [118]. Закритий вхідний контроль, швидкі та ефективні методи 
виявлення фагів та контрольні вимірювання в даний час застосовуються для 
зменшення ризику розповсюдження фагів на молочних заводах [19]. 
Джерела фагів на виробництві. Для здійснення коригувальних дій, 
спрямованих на обмеження розповсюдження фагів необхідно ідентифікувати 
  
69 
джерела потрапляння фагів на об'єкти молочного заводу та шляхи їхнього 
поширення. Через велику різноманітність фагів, які присутні у сирому молоці у 
вигляді вільних віріонів або профагів «диких» штамів МКБ, молоко вважається 
основним джерелом входження фагів у середовище молокопереробного заводу [77]. 
Щонайменше 10% зразків молока, отриманих від різних молочних заводів в Іспанії 
містили життєздатні фаги L. lactis, тоді як суміш з лактококкових та стрептококових 
фагів була виявлена у 37% зразках сирого молока, що використовували для 
виробництва йогурту [119-120]. 
Заквашувальні культури постійно інфікуються вірусами, що містяться у сирому 
молоці, де їх кількість може сягати від 101 до 104 БУО/см3. Температурна обробка, 
яку наразі використовують на виробництві дозволяє позбутись лише бактеріальної 
складової молока, тоді як віруси здатні витримувати температури в середньому на 
20°С вищі [72]. 
Рух персоналу та обладнання, обробка сировини, повітряні переміщення 
навколо забруднених поверхонь та бризки рідини можуть сприяти аерозольному 
розповсюдженню фагових часток у повітрі по всьому виробничому середовищу 
[121]. За деякими дослідженнями встановлено, що у 1 м3 повітря на 
молокопереробному підприємстві може міститись від 102 до 108 фагових часток [122 
-123]. Інші джерела нагромадження фагів включають матеріали та обладнання, що 
використовуються в процесі виробництва, а також робочі поверхні на молочних 
закладах. Фаги можуть бути знайдені в місцях, де сприятливі умови для розвитку 
їхніх господарів та важко провести ефективну мийку та дезінфекцію. 
Загальноприйнята практика у виробництві йогурту та інших ферментованих 
продуктів полягає у використанні відновленого сухого молока та сироваткових 
білків для збільшення виходу, поліпшення текстури та харчової цінності кінцевих 
продуктів [124]. Водночас сироваткові білки можуть захищати фаги під час 
нагрівання. Існує кореляція між термічною стійкістю молекулярних структур та їх 
здатністю захищати лактококковий вірулентний фаг P1532 від нагрівання [125]. 
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Концентрати білків сироватки часто містять термостійкі фаги, здатні витримувати 
пастеризацію та інфікувати МКБ під час виробничого процесу [119]. Крім того, 
етапи ультрафільтрації та мікрофільтрації сироваткових білків також можуть 
суттєво збільшити титри фагів у цих інгредієнтах [126]. 
Штами МКБ, що використовуються у складі ЗК також можуть бути джерелом 
фагів, як було зазначено вище. Лізогенез широко розповсюджений серед молочних 
лактококів, лактобацил та з нижчою частотою у штамах S. thermophilus [89, 127]. 
Профаги можуть бути індуковані і переходити до літичного життєвого циклу під 
впливом стресових умов, таких як: температура, солі, бактеріоцини, голодування, 
зневоднення, ультрафіолетове світло або можуть спонтанно вивільнятись з частотою 
навіть до 9% [128-129]. 
Методи фагового моніторингу. Велику увагу науковців зосереджено на 
ранньому виявленні вірулентних фагів під час виробництва молочних продуктів. 
Методи контролю за фагом включають мікробіологічні та молекулярні аналізи, 
призначені для швидкої, дешевої та високочутливої детекції [130]. 
Одним із найпоширеніших методів виявлення фагів на молочних заводах є 
тестування активності заквашувальної мікрофлори. Метод базується на визначенні 
коефіцієнта підкислення молока, що забезпечує надійну індикацію присутності 
фагів у разі сповільнення кислотоутворення. Підкислення можна оцінити за 
допомогою вимірів рН, за зміною кольору індикаторної сполуки чи електричної 
провідності молока [131].  
Інший метод - аналіз бляшок методом «подвійного» агару, що дозволяє 
проводити кількісне визначення рівня вірулентного фага, але вимагає наявності 
чутливого штама [9, 132]. Однак, фаги ідентичні за морфологічними 
характеристиками бляшок не завжди є спорідненими [133].  
Для виявлення лізованих бактеріальних клітин також використовують проточну 
цитометрію, що дозволяє точно і швидко контролювати фагове забруднення [134]. 
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Оскільки мікробіологічні тести забирають багато часу і в основному залежать 
від наявності індикаторних штамів було розроблено ряд альтернативних 
молекулярних методів, спрямованих на виявлення присутності фагів або їх 
компонентів (ДНК, білку). Імунологічні аналізи засновані на використанні 
специфічних антитіл проти основних структурних білків фагів, тоді як вірусна ДНК 
може бути виявлена за допомогою специфічних ДНК-гібридизаційних зондів або 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) [130]. Для виявлення вірусів у зразках 
сироватки методом твердофазного іммуноферментного аналізу, зокрема, 
використовували антитіла до мажорного білка капсиду фагів видів Р335 [135] та с2 
[136], та антитіла до 936-виду фагів [137]. Однак, мінімальний титр фагів, який 
можна встановити за цим методом становить 107 БУО/см3 [135-137]. 
Завдяки використанню магнітно-силової гібридизації з’явилась можливість 
розрізняти різні підгрупи лактококових фагів за відмінностями у структурі генів 
рецепторзв’язувальних фагових білків RBP [138]. 
Brüssow [118] на підставі досліджень геномів більш ніж 80 фагів S. thermophilus, 
виділених в Італії, Франції, Фінляндії за умов сироваріння та виробництва йогурту 
сконструював ДНК-зонд для виявлення вірусів безпосередньо у молоці та сироватці.  
Методи ПЛР були успішно адаптовані для виявлення та ідентифікації фагів на 
різних етапах виробництва молочних продуктів. В одній реакції мультиплексна ПЛР 
дозволяє виявити декілька найпоширеніших фагів МКБ, таких як: фаги L. lactis 
видів P335, 936 та c2, а також фаги S. thermophilus та Lb.  delbrueckii [120, 139]. ПЛР 
у реальному часі чутливіша за звичайну ПЛР та дозволяє провести кількісну 
діагностику вірусного забруднення за оцінкою кількості копій цільового гену. За 
допомогою різних флюорогенних носіїв у одній і тій же реакції можна створити 
мультиплексну ПЛР у реальному часі для виявлення різних мішеней [140].  
 Очевидно, що технічно найдоступнішим для застосування на виробництві є 
мікробіологічний метод, хоча для його проведення необхідно мати спеціальний 
набір фагочутливих індикаторних культур. Їхня придатність для визначання 
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бактеріофагів повинна бути доведена і регламентована відповідною нормативною 
документацією та гарантована організацією (виробником), яка виготовляє тест-
культури [91]. Отже, науковці постійно пропонують нові рішення для 
моніторингових діагностичних систем, адаптованих до промислових потреб [141].  
Зниження інфекційності вірусів. При дослідженні впливу факторів різної 
природи на ефективність адсорбції виявлено, що певні фізичні та хімічні чинники 
можуть інгібувати активність бактеріофагів, або навіть повністю зупинити її. 
Проведенні дослідження показали, що до головних таких чинників належать хімічні 
та ферментні речовини [142-143]. Клітинну стінку штамів S. thermophilus YSD10 та 
BJ15 було очищено, використовуючи сульфат натрію і протеїназу К. Дана обробка 
не дала жодного впливу на зупинку адсорбції фагу CYM (виділений із йогурту) і 0BJ 
(виділений із сиру) до клітинної поверхні штамів. Однак, приєднання бактеріофагів 
було зупинено, коли МКБ обробили мутанолізином або 5% трихлороцтовою 
кислотою [142]. Фермент гідролізував глікозидні зв’язки пептидогліканів, які є 
головними компонентами клітинної стінки грампозитивних бактерій, вони 
становлять від 50 до 90% їх сухої маси. Саме тому припускають, що компоненти 
фагових рецепторів є частинами пептидогліканів чи інших полімерів, котрі 
близькоспоріднені до них. Також було виявлено, що наявність іонів Са2+, 
фізіологічний стан клітин, рН та температура істотно впливали на процес адсорбції 
фагу. Так, наприклад, іони Са2+ (чи Mg2+) не тільки допомагали стабілізувати 
спіральну молекулу ДНК всередині фагового капсиду, вони значно підвищили 
швидкість адсорбції та ефективність проникнення фагової ДНК всередину 
бактеріальної клітини [144].  
Дослідження впливу підвищених температур на інфекційність молочних 
фагів має не тільки теоретичне, а й насамперед велике практичне значення. З 
температурною чутливістю пов’язана здатність фагів інактивуватись чи “виживати” 
під час пастеризації молока та вершків в промислових умовах. Швидкість 
інактивації фагів залежить від багатьох параметрів: рН, температури, наявності 
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іонів, концентрації хелатуючих агентів. Однак, данні щодо умов термоінактивації 
лактофагів різних авторів дещо відрізняються. Тільки стерилізація повністю 
інактивує бактеріофаги у молоці, тоді як загальноприйняті режими теплової обробки 
молока лише знижують їхню кількість [145].  
 Запропоновано для інактивації фагів наступний температурний режим - 
середовище нагрівають у діапазоні від 80 до 150°С впродовж 0,1-50 хв [146].  
Дослідження впливу температури на процес фагової адсорбції до штамів S. 
thermophilus показав, що відсоток уражених клітин не змінювався за температури 
від 0°С до 37°С. Оптимумом для адсорбції фагів були температурні показники, 
характерні для росту S. thermophilus (37-42)°С [147]. Натомість Watanabe [148] 
продемонстрував, що характер адсорбції фагу PL-1 Lb. casei був однаковим як за 
0°С, так і за 37°С.  
Хоча нагрівання може знизити активність фагів, частина з них не інактивується 
класичними процедурами пастеризації (63°C 30 хв або 72°С 15 с). Тому в даний час 
досліджуються нові нетермічні технології, такі як: імпульсне електричне поле, 
високий гідростатичний тиск і гомогенізація за високого тиску, а також комбінації з 
нагріванням для інактивації фагів [149]. Окрім того повідомлено, що фаги також по-
різному реагували на нагрівання залежно від середовища, встановлено захисні 
ефекти від наявності білків, солей або жиру [125-126]. 
З метою поліпшення показників якості та безпеки молочних продуктів, а також 
з урахуванням негативного впливу бактеріофагів на технологічний процес 
виробництва ферментованих продуктів розроблено та запатентовано різноманітні 
засоби зниження розмноження бактеріофагів на виробництві.  
Фагоінгібіторні середовища. Використання фагоінгібіторних середовищ є 
широкозастосовуваним засобом. Ці середовища доповнені фосфатами та цитратами 
для хелатування (зв’язування) двовалентних катіонів, зокрема кальцію. 
Проліферація більшості фагів інгібується, якщо кальцій не доступний. Для цього до 
поживного середовища (ПС) пропонують додавати агенти контролю фагів, 
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наприклад триполіфосфат лужного металу (Патенти США № 4402986, 4806479) 
[150-151].  
Запропоновано ПС для промислового культивування Streptococcus та 
Lactobacillus, що містять у якості інгібіторів росту фагів 12 % сукцинату амонію 
двозаміщеного чи 10% фосфату амонію двозаміщеного. Показано, що за 
культивування впродовж 16 год у таких ПС фіксували зниження титру фага на 98% 
у присутності гомологічних бактерій (Патент США № 4766076) [152].  
Запропоновано метод контролю (зменшення кількості або попередження 
ураження) фагів в процесі виробництва сиру, який передбачає обробку первинних 
пептидів ферментом протеазою, яка гідролізує їх до пептидних фрагментів; 
складання ПС з додаванням таких фрагментів пептидів; культивування ЗК для сиру 
у цьому середовищі; вироблення сиру. Концентрація фрагментів пептидів у 
середовищі повинна бути більше 0,5 мг/см3 (Патент США № 6297042) [153].  
Додавання таких компонентів як: хелатні агенти, триполіфосфат натрію або 
очищені фрагменти пептидів може захистити від розповсюдження фагів [154-156].  
 Культури мікроорганізмів, які використовуються при виробництві продуктів 
харчування захищають від ураження вірусами додаванням терпенів. Терпени або 
суміш терпенів отримують з ароматичних рослин (олії чорного перцю, кориці, 
кардамону і т. д.) паровою дистиляцією. Їх можна додавати розчиненими у носії, 
наприклад, у 1,2-пропандиолі. Вірусоцидна активність виявляється за концентрації 
терпенів у 10 разів нижчої, ніж токсична для бактерій (Патент США №4409245) 
[157]. Для захисту бактерій закваски від вірусів запропоновано додавати різні 
хімічні речовини, наприклад: мурашину кислоту (500 мг на 1кг культури) або солі 
мурашиної та/або тетрагідрофолієвої кислот (Патент США №4834987) [158]. 
Іншим варіантом впливу на бактеріофаги є використання дезінфектантів. Роль 
дезінфекції полягає в тому, щоб вбити мікроорганізми, які пережили процедури 
миття, зменшуючи поширення фагів всередині об'єкта. Створено спеціальні 
дезінфектанти, що мають високу біологічну активність по відношенню до 
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патогенної мікрофлори навіть при досить низьких температурах. Однак, 
дезінфікуючі засоби (ДЗ), активні проти бактерій, не завжди ефективні для 
інактивації фагів [12]. Сучасні дезінфектанти можуть знешкоджувати віруси, однак, 
їх активність має вибірковий характер [159].  
Під час вибору ДЗ для інактивації або попередження поширення фагових 
інфекцій необхідно враховувати, що фаги МКБ володіють вибірковою чутливістю 
до антисептиків і здатністю змінюватись. Найбільш ефективними біоцидами для 
інактивації фагів є оцтова кислота та продукти, що містять гіпохлорид натрію, тоді 
як етанол та ізопропанол - менш ефективні [160]. Хімічна обробка обладнання (70-
90)% етиловим спиртом, (0,5-1,0)% марганцевокислим калієм або (50-100) мг/дм3 
активним хлором руйнувала фаги S. thermophilus [146]. Інгібування вірулентних 
фагів L. lactis ssp. lactis і ssp. cremoris було досягнуто обробкою гіпохлоридом 
натрію [162].  
Більшість ДЗ складаються з декількох біоцидів і повинні забезпечувати 
відсутність негативного впливу на кінцевий продукт, і бути здатними до деградації в 
нешкідливі кінцеві сполуки. Поєднання біоцидів та нагрівання, або використання їх 
за екстремальних рН давало найкращі результати [162].  
Фотокаталіз, призначений для знищення грибків, бактерій та спор у повітрі 
нещодавно застосовано для інактивації вірусів Lb. casei, Lb. delbrueckii та Lb. 
plantarum. Фотокаталітична реакція показала повне знищення двох фагів виду 936 
(CHD та QF9) впродовж 120 та 60 хв експозиції; відповідно. Випромінювання 
ультрафіолетового світла є відносно безпечним у використанні, що дозволяє 
застосовувати його впродовж тривалого часу навіть у присутності персоналу [163]. 
Насьогодні з’явилось багато дезінфектантів з новими властивостями, в тому 
числі безпечних, з невисокою корозійною активністю до матеріалів обладнання [12, 
161]. Однак, ризики тривалого використання більшості рекомендованих 
антисептиків не досліджено. Крім того, в інструкціях з використання ДЗ наведено 
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данні лише стосовно їхньої антимікробної активності; концентрації речовин, які 
пригнічують або попереджують розвиток фагів МКБ не зазначено.  
 
1.3.2. Селекція фагостійких штамів МКБ. Відомо, що МКБ володіють 
природними системами захисту проти бактеріофагів, які дозволяють їм виживати 
навіть в умовах фагової інфекції. Ці антифагові системи згруповано в п'ять груп 
залежно від способу, за допомогою якого вони діють: (I) інгібування адсорбції фага; 
(II) блокування ін'єкції ДНК фага; (III) система рестрикції/модифікації (Р\М); (IV) 
система абортивної фагової інфекції (Abi)  і, нарешті, (v) система CRISPR/сas [163]. 
Резистентність зазвичай поширюється проти більшості фагів одного виду. Деякі 
системи є ефективними проти більш ніж одного виду фагів. З комерційних ЗК було 
ізольовано велику кількість плазмід, які кодують одну або більше з цих систем, 
повідомляється про більш ніж 40 різних лактококових антифагових плазмід [165]. 
Антифагові бар’єри мають важливе комерційне значення і тому багато систем по 
всьому світу запатентовано: Патенти США № 4883756, № 4931396, № 5139950, № 
5019506, № 5629182, № 5658770, № 5712150, № 5824523, № 5814499; Європейські 
патенти № ЕР0246909, ЕР0764724, ЕР0643134; Патенти Всесвітньої організації 
інтелектуальної власності: WO 9625503, WO 9621017, WO 9720917 тощо [166]. 
Зовсім небагато природних механізмів фагової резистентності встановлено у S. 
thermophilus, що обумовлено, зокрема, відсутністю плазмід. У S. thermophilus було 
ідентифіковано п’ять R/M систем (рестрикції-модифікації), закодованих у 
хромосомній ДНК [165]. 
На жаль, не всі антифагові системи можуть витримати фагову атаку при 
застосуванні у молочній промисловості. Довготривалий механізм фагової 
резистентності має бути ретельно обрахованим. По-перше, для трьох головних видів 
фагів (936, с2, Р335) має бути визначена ефективність системи (ЕС), відношення 
фагового титру на стійкому хазяїні, який містить антифагові системи до титру на 
чутливому хазяїні. Сильний механізм фагової резистентності дає ЕС в межах від 10-7 
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до 10-9, при цьому 10-9 – це максимальна сила, яку технічно можливо досягнути. ЕС 
в межах 10-4 – 10-6 характеризує середній потенціал системи. Врешті, слабкі 
антифагові бар’єри мають ЕС від 10-1 до 10-3. Очевидно, що сильні системи – є 
найякіснішими для компаній, які створюють закваски. Середні системи можуть бути 
ефективними, якщо доповнені хорошими ротаційними стратегіями. Природні слабкі 
системи (10-1 до 10-3) не забезпечать достатнього захисту від фагів.  
Інший спосіб вимірювання ефективності антифагових систем – за допомогою 
аналізу молока модифікованим методом Heap-Lawrence [167]. Покращені закваски в 
присутності фагів розвиваються залежно від тривалості та температури 
культивування. Якщо антифагова система здатна захистити штам від високої 
концентрації фагів (> 106 БУО/см3) - вона буде придатною для широкого 
застосування. Цікаво, що деякі антифагові системи є менш ефективними за вищих 
температур (>37 °С) [168]. Таким чином, тип продукту, для якого призначена 
закваска буде також впливати на механізм резистентності.  
Антифагові системи не обов’язково мають призначатись для надання стійкості 
до усіх трьох видів фагів. Наприклад: штами, чутливі до видів 936/с2 іноді 
зустрічаються, тоді як до 936/Р335 та с2/Р335 - відносно рідко. Антифагові системи 
відбираються після дослідження видової чутливості за допомогою класифікованих 
фагів. Так, 936-антифагова система може бути введена у штами, чутливі до фагів 
цього виду. Множинні антифагові системи можуть бути представлені у штамах для 
підвищення їх загальної резистентності. Це також ефективний спосіб для 
застосування слабких антифагових систем. До того ж компоновані антифагові 
системи можуть запобігти появі фагових мутантів [169].  
На сьогоднішній день відомо велику кількість природних механізмів захисту 
від ураження бактеріофагами, які виробили МКБ впродовж еволюції. До даного 
переліку входить, наприклад: продукування екзополісахаридів, утворення капсул, 
видозміна рецепторів на поверхні клітині, маскування рецепторів, замовчування 
генів фагу тощо [170-172]. Деякі штами, що продукують екзополісахариди (ЕПС+) 
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показали резистентність до впливу бактеріофагів [173]. Продукування 
екзополісахаридних капсул штамами може спостерігатись, як серед в'язких так і 
нев'язких МКБ [174]. Hassan [175] виявив наявність капсулярного екзополісахариду  
у штамів S. thermophilus та Lb. bulgaricus, в той час як лише одна культура Lb. 
bulgaricus RR була в'язкою. Методика конфокальної мікроскопії допомагає 
візуалізувати мікроструктуру молока за ферментації різними ЕПС+ штамами [176].  
Чутливість МКБ до інфікування бактеріофагом залежить від впізнавання та 
приєднання до специфічних сайтів на клітинній стінці (первинні рецептори), у 
випадку наявності капсули відбувається впізнавання капсулярних екзополісахаридів  
(вторинні рецептори) [93]. Під час інфікування капсулопродукуючих (КПС+) штамів 
МКБ полісахариди, що входять до складу клітинної стінки деполімеризуються, 
внаслідок цього фагу складніше приєднатись до рецепторів на поверхні клітини 
[177]. Незважаючи на те, що природні механізми стійкості до бактеріофага присутні 
в МКБ, необхідно постійно покращувати цю властивість у зв'язку з високою 
адаптованістю та біорізноманітністю бактеріофагів [164].  
Існує декілька підходів для створення фаготолерантних штамів МКБ. Це 
уточнені традиційні методи, такі як: виділення спонтанних мутантів, стійких до 
бактеріофагів; кон'югативна передача плазмід, що кодують стійкість до 
бактеріофага, а також нові стратегії, засновані на розумінні біології фагової інфекції 
[178-179]. 
Класичні методи виділення фаготолерантних штамів МКБ. Для виділення 
фагостійких мутантів використовують метод вторинної культурі, в якому чутливі 
штами піддають селективному тиску з боку специфічних фагів. Отримані 
бактеріальні ізоляти, що здатні рости в присутності специфічного бактеріофага, 
вважають істинними фагостійкими мутантами [178-179]. 
Іншим способом природного добору фагостійких штамів – є метод, 
розроблений Viscardi [180]. Підхід, заснований на застосуванні проточної цитометрії 
дозволяє розпізнати та відібрати бактеріальні клітини, на яких не адсорбуються 
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фаги, що були додані в середовище. Крім того, після проведення кількох циклів 
селекції з використанням суміші різних мічених фагів було виділено 
мультифагостійкі штами. Оскільки виникнення спонтанних фагостійких клітин є 
досить маловірогідним явищем за своєю природою, запропонований метод дозволяє 
підвищити рівень виявлення таких мутантів. Окрім того, відібрані мутанти S. 
thermophilus були стійкими до фагової атаки впродовж декількох поколінь, що 
свідчило про стабільність цієї властивості [178]. 
Селекція за фагостійкістю штамів S. thermophilus дозволила відібрати мутанти 
зі збільшеною продукцією ЕПС. Штам S. thermophilus CHCC11977 був виділений, як 
фагостійкий мутант галактозо-позитивного штаму, його реологічні властивості в 
молоці (напруга зсуву і в'язкість) покращились на 20% у порівнянні з батьківським 
штамом [178, 181].  
Відбір нечутливих до бактеріофагів мутантних штамів (БнМШ). Система 
відбору БнМШ включає експозицію чутливих штамів з літичними фагами, у 
результаті якої відбуваються спонтанні мутації в хромосомних або плазмідних генах 
бактерій. Це спосіб отримання фагостійких штамів без проведення будь-яких 
генетичних маніпуляцій. Показано, що фагостійкість штамів L. lactis корелювала з 
втратою галактозо-асоційованих рецепторів на бактеріальній стінці. Це порушувало 
синтез компонентів бактеріальної стінки і, як наслідок, фагостійкі штами часто 
втрачали свої промислові характеристики, такі як: здатність продукувати кислоти, 
слабкий ріст у порівнянні зі штамами «дикого типу». Крім зміни клітинного росту, 
дві інші функції - вузька фагоспецифічність і спонтанна реверсія до чутливого 
фенотипу, значно обмежували використання таких мутантів у промислових цілях 
[178, 182].  
Проте, мутації в гені pip, що кодує специфічний білок фагової інфекції PIP – 
рецептор для фагів c2 виду, істотно не впливали на життєздатність клітин 
лактококів і отримані мутанти стабільно підтримувались [178, 182-183]. 
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Під час генерації c2 фагостійких мутантів промислових штамів L. lactis з 
використанням pGhost9:ISS1 системи інтеграції [184] було виділено штами без ISS1 
в гені pip. Натомість, інтегрування було встановлено в гені yjaE, що кодує білок з 
невідомою функцією. Інактивація гена yjaE надавала штамам повну стійкість до 
ряду фагів виду c2, а також до двох фагів 936 виду. Важливо відзначити, що 
інактивація гена yjaE не впливала на ферментаційний профіль промислових штамів 
L. lactis. Таким чином, метод ідеально підходить для створення нових культур 
стійких до бактеріофагів без шкоди для продуктивності культури під час 
промислового застосування [178, 185]. 
Зазначимо, що методи генної інженерії мають величезний потенціал для 
створення фагостійких мутантів на основі конкретних точкових мутацій. Тим не 
менш, на даний час використання методів рекомбінантної ДНК обмежено через 
заборону промислового використання генетично модифікованих штамів [178]. 
Mills представив 3-ступінчастий підхід, позбавлений методів генної інженерії 
для створення БнМШ S. thermophilus. Фаготолерантний фенотип спочатку 
пов’язували з неспецифічними мутаціями у генах рецепторів. Однак, подальші 
дослідження показали, що стійкість до фага обумовлена зміною в хромосомному 
локусі CRISPR (кластери з регулярно повторюваними короткими паліндромними 
повторами) [178, 186-187]. 
Плазмідна концепція генерації фагостійких штамів. Серед визнаних і 
широко застосовуваних методів отримання заквашувальних штамів стійких до 
фагової інфекції - є коньюгативне перенесення плазмід, які наділяють штами 
детермінантами стійкості до фага [188]. Більшість даних про такі кон'югативні 
плазміди отримано з досліджень на L. lactis. У цього виду бактерій було 
ідентифіковано багато різних коньюгативних плазмід, що надають резистентність до 
фага, в тому числі pTN20, pNP40 і pCI1750 - носії детермінант коньюгативної 
передачі (TRA+) і абортивної інфекції (ABI+) та pAJ1106, що кодує Тра+ і Hsp+ 
фенотип. Широкі дослідження різних дослідницьких груп показали, що створення 
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фагостійких штамів за допомогою простого коньюгативного переносу є достатньо 
ефективним методом, деякі з цих штамів знайшли застосування в молочній 
промисловості [178, 188-189]. Серед перших коньюгативних плазмід, виявлених у L. 
lactis була pTR2030 (виділена зі штаму ME2). Встановлено, що вона кодує 
термочутливу фагостійкість (Hsp+), систему рестрикції/модифікації (LlaIR/М), а 
також коньюгативну передачу (TRA+) генів. Її введення за допомогою кон'югації в 
інші штами L. lactis, включаючи L. lactis subsp. cremoris, призвело до появи штамів 
із фагостійким фенотипом [178, 190].  
Sanders виконав введення плазміди pTR2030 за допомогою кон'югації від 
донора L. lactis в декілька промислових штамів-реципієнтів з обох підвидів lactis і 
cremoris. Отримані транскон`юганти були стійкими до гомологічних фагів, 
вивільнення плазміди pTR2030 з транскон`югантів відновлювало фагочутливість. 
Тим самим було доведено, що стійкість до фага передається плазмідою [178, 188]. 
Звертає на себе увагу той факт, що відбір фагостійких транскон`югантів 
проводили в середовищі без антибіотиків, яке є найбільш прийнятним для 
проведення маніпуляцій зі штамами, призначеними для виробництва продуктів 
харчування. Іншою важливою перевагою цього підходу був той факт, що штами-
трансконьюганти зберегли свої кислотопродукувальні властивості. Плазміда 
pTR2030 зберігалась упродовж декількох поколінь, що свідчило про те, що стійкість 
до фага буде стабільною функцією при тривалому використанні трансконьюгантів у 
промислових умовах [178]. 
Стійкість до фага у штамів L. lactis CHCC1915 і CHCC1916 була поліпшена за 
рахунок кон'югативної передачі плазміди pCI1750 (зі стійкістю до бактеріофага) від 
штама L. lactis UC653, що мав систему стійкості AbiG. Цей механізм абортивної 
інфекції (ABI) (кодується двома генами abiGi і abiGii) надавав стійкість до 
бактеріофагів 936 виду, а також часткову стійкість до c2 виду [190]. Транскон'югати 
L. lactis CHCC1915 і CHCC1916 було створено вже більше 20 років тому назад і 
вони до цих пір добре працюють [178].  
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Плазмідна концепція генерації фаготолерантних МКБ має також свої 
обмеження. Перш за все, процедури ефективні для трансформації лабораторних 
штамів є непридатними для промислових. По-друге, деякі великі антифагові 
плазміди несуть також детермінанти додаткових ознак (лактазу, бактеріоцин, 
протеїназу), які дають можливість селекції за допомогою множинних маркерів, але 
ці фенотипи можуть бути проблемними у практичному застосуванні. Для менших 
плазмід селекція заснована переважно на фаговій резистентності. По-третє, у 
комерційних штамів введення нових плазмід суттєво змінювало вміст плазмід в 
цілому. Модифіковані штами можуть втратити плазміди з ключовими 
функціональними властивостями, такими як: лактозозброджувальну здатність та 
протеїназну активність. Стабільність антифагових плазмід – це інша критична 
проблема, про яку не багато даних. По-четверте, вплив додаткових множинних 
плазмід на ріст клітин та на продукування кислоти. Великі плазміди є кращими для 
збільшення метаболічного навантаження та запобігання небажаним впливам на 
фенотип, що є комерційно важливим. Введення плазмід, що кодують фагостійкість у 
хромосому бактерії може бути способом стабілізації цієї функції. Але, з іншого 
боку, ця процедура буде вимагати схвалення відповідних органів. Крім того, деякі 
види промислових МКБ несуть кілька плазмід (в тому числі коньюгативних). Це 
може бути перешкодою для отримання нових фагостійких штамів через потенційні 
загрози наслідків кон'югації [178].  
Дослідження Burrus виявили наявність інтегративного кон'югативного 
елемента ICRSt1 у штама S. thermophilus CNRZ368, він кодував R/M систему II типу 
стійкості до фага φST84. Отже, транспозони відповідальні за поширення механізмів 
фагорезистентності в популяціях бактерій [178, 192]. 
Мутагенез і скринінг фагостійких штамів. На відміну від попередніх 
прикладів, коли стійкість не встановлювалась для кожного бактеріофага атакуючого 
певний штам, можна розробити повністю стійкі мутанти шляхом скасування 
реплікації ДНК фага [178, 193-194]. Тіміділатсинтаза, що кодується геном ThyA, має 
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важливе значення для нового синтезу дТТФ. Оскільки молоко позбавлене тимідину, 
реплікація ДНК бактеріофага скасовується в ThyA-мутантах. Штам L. lactis MBP71 – 
ThyA-мутант штама L. lactis CHCC373 з делецією у 42-п.н. на початку гена ThyA 
характеризувався повною стійкістю по відношенню до дев'яти бактеріофагів з 936 і 
P335 видів. Оскільки ThyA-мутанти здатні синтезувати РНК і, таким чином, також 
білки, вони все ще метаболічно активні. Для досягнення рівня 
кислотоутворювальної активності подібного до штаму «дикого типу» необхідно 
було лише збільшити рівень інокуляту. Зауважимо, що штам L. lactis MBP71 був 
створений з використанням технології рекомбінантної ДНК і використовується 
виключно для доведення правильності концепції [178, 195].  
Мутагенез і скринінг пиримідинових ауксотрофів згодом був використаний для 
отримання варіантів промислових штамів L. lactis і S. thermophilus, придатних для 
включення в закваски. Варіанти фага, які б долали цей механізм стійкості досі 
виявлено не було [178]. 
CRISPR/cas захист у молочнокислих бактерій. CRISPR/cas захисна система 
була вперше описана ще в 1980-х роках для E. coli, але лише порівняно недавно 
визнана для таких родів, як: Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus і 
Streptococcus. Дослідження більш ніж 100 геномів різних видів МКБ дозволило 
виявити біля 60 різних CRISPR локусів, які були згруповані у вісім різних сімейств. 
Встановлено, що CRISPR локуси розташовані на хромосомі за винятком одного 
штаму Е. faecium, для якого визначено перенесення CRISPR локусу на плазміді. 
Більшість видів МКБ містять більше одного CRISPR локусу. Однак, незважаючи на 
звичайне явище систем CRISPR/сas, вони до цих пір не були визначені у Lactococcus 
і Leuconostoc. Оскільки CRISPR/cas системи надають клітинам-господарям стійкість 
до фага, вони дуже цікаві для молочної промисловості, де мікробне виробництво 
відіграє значну роль [178].  
Застосування CRISPR/сas систем для створення МКБ з диференційованою 
стійкістю до фагової інфекції є новим біотехнологічним підходом. Такі штами 
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вважаються безпечними для застосування в харчовій промисловості, оскільки 
вірогідність поширення ними чужих (запозичених) мобільних генетичних елементів 
з невідомими функціями є низькою [178, 186, 196-197]. Природні методи відбору 
БнМШ, що містять CRISPR локуси можуть стати цікавим рішенням для отримання 
стійких штамів без навмисних генетичних модифікацій. Barrangou [196] першим 
описав метод отримання спонтанних БнМШ S. thermophilus (що містять CRISPR), 
завдяки селективному тиску фагової інфекції. Протоколи виділення таких штамів 
були розроблені пізніше для S. thermophilus, що застосовуються у виробництві сиру 
і йогуртів. Великою перевагою такого підходу є той факт, що наявність природно 
придбаних спейсерних послідовностей робить штам стійким до конкретного фагу 
при збереженні промислово-привабливих особливостей вихідного батьківського 
штаму [178, 186].  
Інша стратегія створення фагостійких штамів - навмисна інтеграція 
синтетичних гомологічних спейсерних послідовностей для збереження 
послідовностей промислових фагів у CRISPR локусах бактерій. Проте, цей підхід 
буде включати в себе певні молекулярні маніпуляції на рівні ДНК. Однак, 
контрольована зміна фагостійкості МКБ штамів з використанням CRISPR/сas 
локусів не розглядається в харчовій промисловості як генетичний метод модифікації 
[178].  
З іншого боку, створення генетично модифікованих штамів інтенсивно 
вивчається. Було розроблено декілька генетичних інструментів, що базуються на 
природних фагозахисних механізмах МКБ, а також фагових генетичних елементах. 
Приклади цих підходів включають: клонування участка реплікації, антисмислову 
РНК-технологію, фагoініційовані самогубні системи, надмірне виробництво фагових 
білків, DARPins та фрагменти нейтралізуючих антитіл [118]. Тим не менше, 
законодавство та побоювання споживачів щодо генетично модифікованих 
організмів ускладнюють їх застосування у молочній промисловості [178].  
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Таким чином, основними загальновживаними методами створення нових 
фаготолерантних штамів МКБ для використання в харчовій промисловості – є 
уточнені класичні методи селекції на основі природних стратегій поліпшення 
штамів, таких як: скринінг штамів «дикого типу» з природних джерел, рандомний 
(випадковий) мутагенез, направлена еволюція (адаптація) і домінантна селекція.  
Перераховані методи можуть бути поєднані з природними механізмами 
перенесення генів такими як: кон'югація, трансдукція і трансформація для створення 
промислових штамів з покращеними властивостями, в тому числі фагостійких [178]. 
1.3.3. Ротація штамів заквашувальних культур. Культури заквасок зазвичай 
містять декілька штамів МКБ, котрі детально охарактеризовані та позбавлені 
бактеріофагів. Дані штами повинні обов'язково володіти високими 
ферментативними властивостями [198]. Однак, постійне використання однакових 
штамів заквасок при недотриманні стерильних умов може призвести до посилення 
фагової проліферації та їхньої інфекційності. Одним із головних способів, які 
використовуються для обмеження фагового розвитку на виробництві є ротації 
заквашувальних штамів. Процес ротації полягає в заміні чутливих штамів на один 
чи декілька фагонеспоріднених штамів МКБ з подібними ферментаційними 
властивостями [199]. Труднощі ідентифікації істинних фагостійких штамів поряд з 
нерівномірною ферментацією через варіативність штамів знаходяться серед 
проблем, асоційованих із ротаційними програмами. Використання багатьох штамів 
також підтримує присутність гетерологічної фагової популяції. В якості іншого 
підходу для фагового контролю було запропоновано ротацію штамів на основі їх 
фаговидової чутливості, а не на фагових ізолятах [200].  
Група Klaenhammer T.R. запатентувала нові підходи, адресовані цій проблемі 
(Патенти США № 5538864, № 5593885, № 5792625; Європейський патент ЕР 
0474464). Стратегія базується на ротації ізогенних штамів Lactococcus, які 
створюються шляхом внесення різних антифагових систем (кодуються плазмідами) 
у ті ж вихідні штами. Присутня різноманітність антифагових бар’єрів серед 
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ізогенних штамів може лімітувати небезпеку появи нових фагів. Використання 
ізогенних штамів також знижує різноманітність фагової популяції на заводі, чим 
забезпечує постійну якість продукту. Отже, ротаційні схеми, базовані на чергуванні 
механізмів фагостійкості в межах одного хазяїна – ще одна концепція, яку можна 
застосувати до програм комерційних стартових культур [169]. 
На виробництві часто використовують мультиштамові закваски, що є 
альтернативою традиційної ротаційної програми. Успіх використання даного методу 
залежить від ефективності селекції фагорезистентних штамів [201].  
Останні досягнення генетичної інженерії дозволяють використовувати 
генетично модифіковані культури S. thermophilus, у які штучно введено плазміду 
лактококів. Таким чином, кількість фагостійких штамів зростає через неможливість 
інфікувати клітини МКБ. У подібних випадках фаговий геном зазнає утилізації 
внаслідок механізмів рестикції та модифікації [202].  
Тільки у випадку, коли процес ротації культур був проведений згідно усіх вище 
зазначених умов можна говорити про довговічність використання даних штамів у 
молочній промисловості.  
Однак, ротація культур, яка на сьогоднішній день залишається головним 
методом захисту від фагової інфекції, може викликати підвищення генетичних 
модифікацій штамів ЗК. При конкурентному використанні великої кількості 
фагонеспоріднених штамів МКБ існує загроза появи генетичного пулу, котрий буде 
стимулювати появу нових вірулентних фагів внаслідок мутацій чи рекомбінацій 
[203].  
Оскільки фаги S. thermophilus мають обмежене коло хазяїв, традиційні 
ротаційні системи заквасок та створення БнМШ (коли це можливо) – є методами, 
що використовуються у біотехнологіях молочної промисловості [169, 197]. Іншим 
методом для контролю фагів може бути заміна штамів S. thermophilus у 
заквашувальній композиції іншими МКБ. Так, штами Pediococcus, генетично 
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модифіковані для ферментації лактози, були запропоновані для заміни S. 
thermophilus (Патент США № 5677166) [204].  
Ротація певних безфагових культур є ефективним методом контролю фагу для 
уникнення повторного зараження тим же фагом та накопичення специфічних фагів. 
Для регулювання протоколу ротації штамів необхідно проводити подальший 
моніторинг для визначення виникнення нових вірулентних фагів. Розроблено метод 
мультиплекс-ПЛР на основі генів полісахариду клітинної стінки, який діє як 
фаговий рецептор для багатьох лактококкових фагів, для прогнозування 
фагочутливості штамів та для допомоги у розробці відповідних схем ротацій 
закваски [205]. 
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Висновки до огляду літератури 
Виробництво молочної продукції високої якості є важливим науково-технічним 
завданням. Якість ферментованих молочних продуктів безпосередньо залежить від 
активності заквашувальної мікробіоти (ЗМ) та стабільного, контрольованого 
перебігу процесів упродовж технологічного циклу виробництва та зберігання 
готової продукції. Забруднення виробництва технологічно-шкідливою мікрофлорою, 
бактеріофагами МКБ, залишками антимікробних речовин і дезінфікуючих розчинів 
інгібує не лише активність ЗМ, знижує якість молока-сировини, молочної продукції, 
а й становить загрозу для здоров’я споживача. Встановлення заходів протидії чи 
знешкодження цих інгібіторів потребує проведення грунтовних досліджень їх 
впливу на ЗМ, пошуку ефективних моніторингових систем. Насьогодні в Україні не 
має науково-обгрунтованої технології для детекції та ідентифікації інгібіторів ЗМ, 
що передбачає застосування різних тест-культур. Фаговий моніторинг на 
підприємствах застосовується не систематично, зокрема через відсутність тест-
культур та відповідної нормативно-технічної, науково-виробничої документації. 
Наразі не існує будь-яких вітчизняних науково-обґрунтованих технологій 
запобігання фаговому ураженню за умов виробництва кисломолочних продуктів та 
сирів. Все це дозволяє визначити пріоритетні питання, які потребують 
першочергового вирішення: 
 розробити технологію моніторингу інгібіторів ЗМ біологічної та хімічної 
природи; 
 створити систематизовану колекцію бактеріофагів МКБ різних 
таксономічних груп, що циркулюють на підприємствах України; банк тест-
культур для їхньої детекції; 
 встановити умови збереження активності ЗМ за рахунок: контролювання 
лізогенних бактерій у складі ЗМ; селекції та ротації фагостійких культур 
МКБ; застосування протифагового обробляння виробничого середовища; 
 розробити технології фагостійкої заквашувальної мікробіоти; 
 розробити відповідні нормативно-правові, науково-виробничі документи. 
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РОЗДІЛ 2. ОРГАНІЗАЦІЯ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 
 
2.1. Вибір напрямку досліджень 
Дослідження проводились у відділі біотехнології Інституту продовольчих 
ресурсів НААН України. Апробацію технологій бактеріальних препаратів 
здійснювали в умовах Державного дослідного підприємства ІПР (ДДП ІПР), 
впровадження методів мікробіологічного, вірусологічного контролю – у 
випробувальному центрі Інституту продовольчих ресурсів НААНУ, акредитованому 
відповідно до вимог ДСТУ ISO / EC 17025: 2006 (ISO / IES 17025:2005, атестат 
акредитації № 2Т621 в національному агентстві акредитації України), на ряді 
молокопереробних підприємств України. На першому етапі проведено теоретичний 
аналіз основних тенденцій розвитку біотехнологічних засобів з точки зору 
мінімізації негативного впливу на ЗМ інгібіторів різного походження, проявів 
фаголізису; проаналізовано науково-методичні, мікробіологічні, біотехнологічні 
аспекти забезпечення якості та безпечності ферментованих молочних продуктів. 
Теоретичний аналіз та узагальнення наукової інформації дозволили визначити 
пріоритетні напрями проведення власних експериментальних досліджень, у 
результаті виконання яких розроблено біотехнологічні способи збереження 
активності ЗМ. Одержані результати використано для розробки технологічних 
рішень щодо стабілізації ферментаційних процесів у біотехнологіях молочної 
продукції, їхнього вираження у нормативних документах, науково-методичній 
літературі. Схему експериментальних досліджень подано на рис. 2.1.  
                                                  2.2. Об’єкти досліджень    
 Об’єктами дослідження були виділені та колекційні культури видів: L. lactis 
ssp. lactis (L. lactis), L. lactis ssp. cremoris (L. cremoris), L. lactis ssp. lactis biovar 
diacetilactis (L. diacetilactis), S. thermophilus, Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii ssp. 
bulgaricus (Lb. bulgaricus), Lb. casei, Lb. rhamnosus, En. faecium, Bifidobacterium 
adolescentis, B. bifidum, B. longum; бактеріальні композиції та концентрати; поживні 
та захисні середовища; бактеріофаги, виділені на підприємствах; дезінфікуючі 
засоби; молочна сировина та продукти. 
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Рис. 2.1. Схема експериментальних досліджень 
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2.3. Методи досліджень 
 
Під час виконання роботи використано стандартизовані, традиційні та сучасні, 
модифіковані мікробіологічні, вірусологічні, генетичні, фізико-хімічні, біохімічні, 
технологічні та статистичні методи досліджень.  
2.3.1. Дослідження морфологічних, культуральних, фізіологічних 
властивостей культур. Чисті культури підтримували за температури (28-30) ºС 
(мезофільні види) та (38-41) ºС (термофільні види) МКБ у 10 % стерильному 
знежиреному молоці, гідролізованому бульоні або МРС-бульоні, біфідобактерії - у 
середовищі Блаурокк або молочно-гідролізатному (МГС), поновлюючи їх через 
кожні 20-25 днів. Зберігали за (2-6) оС. 
 Визначення кількості бактерій проводили методом висіву серійних розведень 
у агаризовані поживні середовища: МКБ згідно з ГОСТ 10444.11-89 [207], ДСТУ 
7999:2015 [208]; біфідобактерії - ДСТУ 7355:2013 [209]; пропіоновокислі бактерії - 
ДСТУ 7354:2013 [210]; оцтовокислі бактерії за [211]; мезофільні аеробні і 
факультативно анаеробні мікроорганізми (МАФАнМ) та бактерії групи кишкових 
паличок БГКП (коліформи) - ДСТУ 7357:2013 [212]; БГКП - ДСТУ IDF 73А [213]; 
дріжджі та плісені - ДСТУ 8447:2015 [214]; психротрофні бактерії - ДСТУ ISO 
6730:2006 [215]; спори мезофільних анаеробних мікроорганізмів та маслянокислі 
бактерії - ГОСТ 25102 [216]; солестійкі мікроорганізми (мікрококи, стафілококи, 
ентерококи, спорові аеробні палички - ДСТУ 5093:2008 [217]; протеолітичні та 
ліполітичні бактерії, спори аеробних і факультативно анаеробних мезофільних або 
термофільних мікроорганізмів, термостійкі мікроорганізми за [218]. 
 Селективні середовища для виділення та диференціації бактерій: Lactococcus 
ssp. - гідролізований агар (ГА); агар з кальцієм цитриновокислим ГА+Са2+ [211], 
середовище Reddy [219], середовище Kempler [220]; Leuconostoc ssp. - поживний 
агар з сахарозою [221]; пропіоновокислі бактерії - лактатне середовище [210]; 
біфідобактерії - середовище МГС [209]; S. thermophilus - ST-агар [222]; Lb. 
acidophilus - середовище МРС з 2 % глюкози або Рогози [223]; Lb. delbruckii ssp. 
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bulgaricus - Lee агар [224]; En. faecium – середовище Ентерококагар [225]; E. coli – 
середовище Ендо, агар жовчний фіолетово-червоний (АЖФЧ), хромогенне 
середовище ChromoCult (Coliform Agar ES) [212]; Bacillus spp. – м’ясо-пептонний 
агар (МПА) [212]; Baс. сereus - жовтково-манітний агар з поліміксином і феноловим 
червоним (агар Mosell); S. aureus, Micrococus ssp. - середовище молочно-жовтковий 
агар із 6,5% NaCl (МЖСА) [217]. 
 Умови та ознаки росту: У Reddy при температурі (30±1) °С за 72 год L. lactis 
формували білі округлі колонії без зон, L. diacetilactis – білі колонії з зоною 
просвітлення, L. cremoris – жовті еліпсовидні колонії без зони або з зонами. У агарі з 
сахарозою за температури (22±1) оС впродовж 48-72 год Leuconostoc ssp. формували 
опуклі слизуваті колонії. У Kempler за температури (30±1) °С впродовж 72 год L. 
diacetilactis утворювали колонії синього забарвлення, тоді як L. lactis та L. cremoris – 
білого. У МРС, Рогози для мезофільних бактерій Laclobacіllus тривалість інкубації 
складала 5 діб за температури (30±1) °С; для Lb. acidophilus - 72 год за (37±1) оС, а 
Lb. bulgaricus – 72 год за (45±1) оС. У Lee агарі за (42±1) °С впродовж 72 год S. 
thermophilus утворюли жовті, з зонами колонії, Lb. bulgaricus - за (45±1) оС 
впродовж 72 год – білі колонії, з зонами або без зон. У ST-агарі S. thermophilus при 
(42±1) °С за 72 год утворювали колонії жовтого кольору. Колонії пропіоновокислих 
(30±1) °С, 72 год) та біфідобактерій (38±1) °С, 72 год) мали вигляд крупних дисків 
діаметром (2±1) мм або «гречаних зерен» світло-кремового кольору у відповідних 
середовищах. У Ентерококагарі за (37±1) °С впродовж (24-48) год En. faecium 
формували округлі колонії чи човники світло-рожевого кольору або з темним 
центром і світлим ободком. E. coli за (37±1) °С впродовж 72 год у Ендо формували 
червоні чи темно-червоні колонії з металевим блиском, у АЖФЧ - рожево-фіолетові 
колонії з темним центром та світлішим ореолом, у ChromoCult - колонії фіолетового 
кольору (Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella - рожево-червоні колонії). Bacillus spp. 
за температури (37±1) °С впродовж 72 год у МПА утворювали колонії різні за 
формою: округлі, ризоїдні; за характером поверхні: зморшкуваті чи гладенькі; за 
консистенцією: сухі або слизисті; за забарвленням: від напівпрозорих до 
коричневих. Bас. сereus у агарі Mosell – сухі шершаві колонії з рожево-червоною 
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основою, кільцем білого преципітату. У МЖСА за (37±1) °С впродовж (48-72) год S. 
aureus та Micrococus ssp. утворювали колонії середнього розміру з рівними краями 
від білого до золотисто-жовтого кольору. 
2.3.2. Ідентифікаційні дослідження культур.  
 Первинну ідентифікацію здійснювали за ознаками відповідно до ДСТУ IDF 
149A:2003 [221], за ідентифікаційними тестами Л.А. Банникової [211] та Bergey’s 
Manual of Systematic Bacteriology [226]. Оцінку фізіолого-біохімічних властивостей 
штамів проводили за показниками: здатність утворювати аміак із аргініну; спектр 
зброджування вуглеводів; каталазна активність; кислотоутворювальна здатність (в 
момент сквашування та через 7 діб); стійкість до NaCl (2 і 4 і 6 %); стійкість до 
лужної реакції середовища (рН 9,2 і 9,6); ріст у молоці за температур (15, 30, 37, 40, 
45 °С); стійкість до жовчі (20, 30 і 40 %). Про інтенсивність нагромадження 
бактеріальної маси (БМ) залежно від доданого компоненту судили за приростом 
оптичної густини середовища, розведеного 1:9 дистильованою водою (довжина 
хвилі 540 нм, фотоколориметр КФК-3).  
 Морфологічну однорідність культур контролювали мікроскопіюванням, 
фарбували за Грамом [212]. Аналіз мікропрепаратів здійснювали за допомогою 
мікроскопу Motic (Fischer Bioblock) з вмонтованою відеокамерою TopView зі 
збільшенням у 1000 разів. 
 Біохімічний профіль штамів досліджували згідно з [227] та за допомогою тест-
систем АPI 50 CHL, АPI 20 STREP (bioMerieux, Франція). Для цього чисту культуру 
нарощували впродовж (17-24) год у 10 см3 ПС, двічі відмивали клітини від 
середовища стер. дист. водою центрифугуванням при 2500 об/хв упродовж 15 хв. 
Бактеріальний осад ресуспендували у 1 см3 стер. дист. води. Вносили отриманий 
інокулят по краплині у ампулу з 10 см3 ПС (50 CHL Medium), доводячи густину 
суспензії до 2 Од за стандартом мутності Мак-Фарланда. Вносили 0,2 см3 отриманої 
суспензії клітин у кожну лунку тест-системи API 50 CHL, що містила певний 
активний реагент (Додаток А), потім до кожної лунки вносили 0,2 см3 стер. 
вазелінового масла для створення анаеробних умов. Переносили стрипи до 
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термостату та культивували за (30±2) °C впродовж (24-48) год. Ураховували 
результати за зміною кольору середовища. За використання АPI 20 STREP 
(bioMerieux, Франція) культуру готували як наведено вище. Бактеріальний осад 
ресуспендували у 0,5 см3 стер. дист. води. Вносили інокулят по краплині у ампулу з 
2 см3  ПС (20 STREP Medium), доводячи густину суспензії до 4 Од за стандартом 
мутності Мак-Фарланда. Вносили 0,1 см3 отриманої суспензії клітин у кожну лунку 
№ 1-9 API 20 STREP, що містила певний активний реагент (Додаток А). До лунок № 
10-20 вносили 0,2 см3 бактеріальної суспензії лише у мікропробірку (закриту 
частину лунки), залишаючи відкриту частину лунки незаповненою. Потім у 
відкриту частину лунки вносили 0,2 см3 стер. вазелінового масла для створення 
анаеробних умов. Стріп поміщали в контейнер для інкубації та накривали кришкою 
(у сотоподібні лунки лотка контейнера попередньо вносили стерильну дистильовану 
воду для створення вологої атмосфери). Інкубували за (39±2) °C впродовж (4-4,5) 
год. Після цього проводили перший облік результатів та вносили реактиви в лунки: 
в лунку № 1 (VP тест) по 1 краплі кожного реактиву VP1 (40 % КОН) і VP 2 ( α-
нафтол в етанолі (6 %); в лунку № 2 (HIP тест) по 2 краплі реактиву NIN (нінгідрин, 
метанол і діметилсульфоксид (DMSO)); у лунки № 4-9 (тести PYRA, αGAL, βGUR, 
βGAL, PAL і LAP) по 1 краплі суміші ZYM A і ZYM B. Через 10 хв ураховували 
результати реакції. Потім стрипи переносили до термостату та продовжували 
інкубувати за (39±2) °C впродовж 24 год. Проводили другий облік результатів за 
зміною кольору середовища, вираховуючи чисельний профіль результатів. 
Ідентифікацію культур здійснювали за допомогою бази даних (V 5.1; V 7.0) 
програмного забезпечення apiwebTM за отриманим аналітичним індексом 
біохімічного профілю. 
 Молекулярно-генетичний метод ПЛР використовували для остаточної 
ідентифікації вилучених штамів. За допомогою програми Primer розроблено 
видоспецифічні праймери для ідентифікації ДНК S. thermophilus, L. lactis, L. 
cremoris, Lb. casei та Lb. bulgaricus (табл. 2.1). Праймери перевірено за допомогою 
програми BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) для виключення гомологічних 
фрагментів до ДНК інших видів. 
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Таблиця 2.1 Перелік специфічних праймерів, використаних в роботі 
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s Stt F 
5’-CAGCCGAAACCTATGCAACA-
3’, 20 
pbp2b, ген 
пеніцилінзв’яз
уючого 
протеіну 2В 
175  
[228] 
Stt R 
5’-TCCATGATAGCTTTAACGGCAT 
-3’, 22 
L
. 
 
 c
re
m
o
ri
s 
 
 
L.l F 5’- 
TATCCTTCCTTTAATCAAAGTT-3’, 
22 
acmA, ген N -
ацетилмурамі
дази 
90 [229] 
L.l.cr R 
5’- CCAAGCCTTAGCGTAATAG-3’, 
19 
L
. 
 l
a
ct
is
  
L.l. F5’- 
TATCCTTCCTTTAATCAAAGTT-3’, 
22 
acmA, ген N -
ацетилмурамі
дази 
153  
[230] 
L.l. lac R 5’-
GTCAGTTGCATATTTTCCTG-3’, 20 
L
b
. 
 c
a
se
i 
 
Lc.pc F 
5’-GAAATCACACGGGATCTGCC-3’ 
, 20 
upp, ген 
урацил 
фосфорібозілт
расферази 
150  
[231] 
Lc.pc R 5’-
AATCAGGCGCAAAACACCAT-3’, 
20 
L
b
. 
 
b
u
lg
a
ri
cu
s 
 Ldsb F 5
’-
TGTCAGCGTTGTTCTTGGTG-3’,  
20 
LBUL_0140, 
ген звязування 
гідролази 
клітинної 
стінки 
110  
[232] 
Ldsb R 5’-
CCAAGCCTCCGTTGAACAAA-3’, 
20 
L
b
. 
a
ci
d
o
p
h
il
u
s 
 
Lас F 5'-
AGATTGGAAACGGCTTTGACA-3' 
21  
LA14_RS0990
5 
223  
[233] 
Lас R 5'- 
CATCACGGTGTTCAGTCCAA-3', 
20  
 
Бактеріальну ДНК виділяли за протоколом PrepMan Ultra Sample Preparation 
Protocol (PN 4367554, Thermo Fisher Scientific, США, кат. # 4318930). Для 
проведення ПЛР використовували термостабільну Taq ДНК полімеразу (TaKaRa 
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Corporation, Dalian, China), відповідний десятикратний ПЛР-буфер з MgCl2, розчини 
чотирьох дезоксирибонуклеотидтрифосфатів (Takara) в об'ємі: Н2О- 8,5 мкл; 10Х 
буфер з MgCl2 25 мМ - 2 мкл; dNTP 0,5 мМ -2 мкл; Taq-полімераза -0,5 мкл; праймер 
1 F (10 пкМ/мкл) -2,5 мкл; праймер 2 R (10 пкМ/мкл) - 2,5 мкл; проба ДНК - 2 мкл; 
загальний об’єм 25 мкл. ПЛР проводили у термоциклері «GeneAmp PCR System 
9600» (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.) за наступних умов: 
початкова стадія денатурації ДНК при 95 °С впродовж 2 хв; 40 циклів, які 
складаються з: етапу при 95 °С впродовж 30 с, етапу при 60 °С впродовж 30 с, етапу 
при 72 °С впродовж 60 с; кінцевої стадії елонгації при 72 °С впродовж 5 хв. 
Розділення ампліконів проводили за допомогою електрофорезу у 2 % агарозному 
гелі в трис-ацетат-EDTA буфері з бромистим етидієм при напрузі 70 В. Результати 
оцінювали, переглядаючи гель в УФ-світлі в трансілюмінаторі (довжина хвилі 254 
нм) [228-233]. 
2.3.3. Дослідження біологічних властивостей культур, композицій. 
 Гемолітичну активність S. thermophilus визначали наступним чином: (17-24) 
год бульонну культуру висівали у чашку з колумбійським м'ясо-пептонним агаром із 
кров'ю поверхневим методом зі застосуванням бактеріологічної петлі [234-235]. 
Чашку поміщали до термостату та інкубували за температури (39±1) °С впродовж 
(24-48) год. За наявності штамів з гемолітичною активністю на чашці виростали 
характерні колонії з зоною гемолізу.  
 Визначення сумісності штамів методом “лунок”. У чашки Петрі розливали по 
20 см3 середовища ГА, після затвердіння його підсушували у термостаті за 37 ºС для 
видалення зайвого конденсату. Доводили густину (17-24) год бульйонної культури 
до величини 0,5 за стандартом мутності Мак-Фарланда. Підготовлені суспензії 
бактерій у кількості 0,2 см3 рівномірно розподіляли стерильним шпателем 
Дригальського на поверхні агару. Через (10-15) хв після посіву стерильною 
металевою трубкою робили в агарі лунки діаметром 6 мм. До кожної лунки вносили 
по 0,2 см3 суспензії однієї з бактерій, уникаючи при цьому її потрапляння на 
поверхню агару. На чашці з бактеріальним газоном однієї культури до лунок 
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вносили інші культури, інкубували чашки в термостаті впродовж (24-48) год за 
оптимальної температури.  
 Чутливість штамів до антибіотиків визначали методом паперових дисків 
[236]. Для дослідження взято диски з антибіотиками: стрептоміцин – 300 мкг; 
неоміцин – 30 мкг; клотримазол – 10 мкг; поліміксин М – 300 Од; канаміцин – 30 
мкг; бензилпеніцилін – 10 Од; енрофлоксацин – 5 мкг; ампіцилін – 10 мкг; 
левоміцетин – 30 мкг; тетрациклін – 30 мкг (Санкт-Петербург, НИЦФ, ТУ 9398-
001-39484474-2000). Для визначення чутливості культур до антибіотиків культури 
та чашки з поверхневим посівом готували як описано вище. Чашки з МКБ та 
індикаторними дисками культивували за оптимальної температури впродовж 24 
год, вимірювали діаметр зони затримки росту у мм. Мінімальну інгібуючу 
концентрацію (МІК) антибіотиків, формаліну, перекису водню визначали за 
найменшою їхньою кількістю, що повністю затримувала ріст мікроорганізму в 
агаризованому поживному середовищі [237-238]. 
 Антагоністичну активність по відношенню до тест-культур патогенних і 
умовно патогенних мікроорганізмів досліджували in vitro за методом лунок, 
вимірюючи розмір зон відсутності росту тест-культур на твердому поживному 
середовищі у мм або методом спільного культивування [236];  
 Здатність штамів утворювати капсули досліджували за аналізом негативно 
забарвлених мікроскопічних препаратів методом Буррі, змішуючи дослідний 
матеріал із тушшю та висушуючи мазок за кімнатної температури на предметному 
склі. Далі фарбували капсули методом Гінса: фіксували одержані препарати 95 % 
етиловим спиртом, промивали водою, фарбували фуксином Циля і мікроскопіювали 
під імерсією. За допомогою програмного забезпечення Motic Images 2000 (версія 
1.3) робили мікрофотографії фіксованих препаратів штамів та вимірювали величину 
їхніх капсул. Для виділення екзополісахариду культуру S. thermophilus (3 % 
інокуляту) нарощували у 100 см3 10 % відновленного стерильного знежиреного 
молока (ВСЗМ) за (38-39) °С впродовж 24 год, центрифугували за 6000 об/хв 
упродовж 15 хв. Надосадову рідину зливали у мірний циліндр, вимірювали вихідний 
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об’єм супернатанту. Даний об’єм ділили на дві рівні частини. Перший зразок 
переносили у діалізний мішок Fisherbrand (ширина – 45 мм, товщина стінок – 20 
мкм) та проводили діаліз проти дистильованої води – виділяли вільний 
екзополісахарид. До другого зразку супернатанту добавляли один об’єм 
сульфосаліцилової кислоти 8 % та витримували розчин упродовж 30 хв за 
температури 4 °С, потім поміщали у діалізний мішок – виділяли капсульний 
екзополісахарид. Процес діалізу проводили у холодному приміщенні, міняючи 
дистильовану воду кожну годину до повної відсутності низькомолекулярних 
вуглеводів. Після закінчення діалізу обидва розчини зливали у мірні циліндри, щоб 
виміряти об’єм розчинів на виході. До кожного зразку діалізату добавляли три 
об’єми холодного етанолу та витримували за температури 4 °С впродовж 24 год. 
Отримані зразки центрифугували за 6000 об/хв упродовж 15 хв. Осади переносили у 
залізні бокси для висушування. Вимірювали окремо вихідну масу боксів та разом із 
мокрим осадом. Бокси ставили у сушильну шафу за температури 55 °С. Проводили 
періодичне вимірювання маси даних боксів, висушування припиняли після 
досягнення сталої ваги [239-241]. 
 Текстуроутворювальну здатність штамів, бактеріальних композицій у 10% 
ВСЗМ, ультрапастеризованому молоці 3,2 % жиру визначали за допомогою 
ротаційного віскозиметра “RHEOTEST II” з вимірювальною системою циліндр-
циліндр (S/S3). У проміжок між циліндрами вносили 30 см3 згустку, в якому під дією 
сили обертання ротора відбувався зсув одного шару згустку відносно іншого. За 
швидкістю обертання ротора та силою опору його обертанню визначали реологічні 
характеристики продукту. Вимірювання проводили, починаючи з низьких показників 
швидкості деформації. Показники приладу переводили у напруження зсуву (Па) за 
даної швидкості деформації за формулою: 
τ= Z . α, де:                                                     (2.1) 
       τ – напруження зсуву, Па;  
α – показники приладу; 
Z – константа циліндра, Па/од. шкали приладу. Для S/S3 Z становить 7,75.  
Ефективну в`язкість дослідних зразків визначали за формулою: 
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η еф = τ/Dr . 100, де:           (2.2) 
де η еф – ефективна в`язкість, мПа .с 
Dr – граничне напруження зсуву, Па2/с. Dr=const для кожного режиму 
руйнування згустку.  
Відносну колову швидкість обертання внутрішнього циліндра знаходили за 
формулою: 
ω=2 πRвN, де:                                  (2.3) 
ω – відносна колова швидкість, м/с 
Rв – радіус внутрішнього циліндра 
N – частота обертання ротора, с-1.  
Крива залежності ефективної в`язкості від колової швидкості (рис. 2.1) 
визначається рівнянням:  
η еф=В ω-m            (2.4) 
Залежність ефективної в`язкості від колової швидкості
y = 21,729x-0,9026
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Рис. 2.2. Крива текучості для визначення інтенсивності руйнування згустку та 
коефіцієнту В [242]. 
За оцінювальний критерій текстуроутворювальної здатності було обрано 
коефіцієнт В (мПа*с), який дорівнює значенню ефективної в`язкості за колової 
швидкості 1м/с. Показник m характеризує інтенсивність руйнування структури.  
 2.3.4. Визначення інгібуючих речовин у молочній сировині. Тестування 
проводили двома способами.  
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 Спосіб а. Готували водний розчин пептону: зважували 3 г пептону та розводили 
його водою до 100 см³, стерилізували за температури (121±1) °С упродовж 10 хв. До 
20 см³ водного розчину пептону додавали 3,5 см³ добової культури S. thermophilus, 
0,1 см³ водного розчину метиленового синього. Пробірку закривали стерильним 
гумовим корком та перемішували триразовим перевертанням – отримували суміш 
інокуляту. Пробірки з досліджуваним молоком (по 10 см3) та контрольною пробою 
молока (без інгібіторів) нагрівали на водяній бані до температури (87±2) °С 
впродовж 10 хв, потім охолоджували до (43±2) °С. У пробірки вносили по 2 см³ 
приготовленої суміші інокуляту, закривали стерильними гумовими корками та 
перемішували триразовим перевертанням. Пробірки витримували на водяній бані за 
температури (41-42) °С впродовж (2-2,5) год та проводили аналізування результатів.  
 Спосіб б. Пробірки з досліджуваним молоком та контрольною пробою молока 
готували за способом а. Потім в усі пробірки вносили 0,5 см³ добової культури S. 
thermophilus. Вміст пробірок ретельно перемішували триразовим перевертанням. 
Пробірки витримували впродовж (1-1,5) год за температури (41-42) °С на водяній 
бані. Після цього у пробірки вносили по 1 см³ основного розчину резазурину з 
температурою (20±2)°С. Вміст пробірок перемішували триразовим перевертанням та 
витримували впродовж 10 хв на водяній бані за температури (41-42) °С, проводили 
аналізування результатів.  
2.3.5. Методи дослідження бактеріофагів. 
 Виділення бактеріофагів проводили з різних джерел: молоко, простокваша, 
йогурт, кефір, сметана, біо-продукти, сироватка, сири, заквашувальні культури, 
змиви з обладнання. Проби попередньо фільтрували, обробляли хлороформом (1 %) 
та центрифугували за 3 тис. об/хв впродовж 15 хв для вилучення білка та присутньої 
мікрофлори, готували десятикратні розведення. Виділення та титрування фагів 
проводили у твердих поживних середовищах ГА або МРС з 0,5 % глюкози (для L. 
lactis ssp., Lb. acidophilus, En. faecium) чи 0,5 % лактози (для S. thermophilus) 
методом "подвійного" агару [243] з використанням спеціально відібраних 
фагочутливих тест-культур. Формування зон лізису проводили на чашках, що 
містили м'який (1,5 % агар-агару, 20 см3 на чашку) шар нижнього агару та 3 см3 
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верхнього агару (0,65 % агар-агару), що містив інокулят культури у log-фазі росту 
(OD600 = 0,6-0,7) не менше ніж 5,0x107 КУО/см3 та 1 см3 розведення підготовленої 
проби [133]. Титр фагів визначали за кількістю негативних колоній (НК) у 
найбільшому розведенні проби, результати виражали у БУО/см3. З морфологічно 
однотипових НК кожного фагового ізоляту відбирали матеріал і після процедури 
очищення впродовж 5-7 послідовних циклів (1 цикл: кокультивування з тест-
культурою в ГБ, МРС-бульоні до візуального лізису та наступний висів 
центрифугату (15000 об/хв 10 хв) методом "подвійного" агару, виділення НК 
ідентичної морфології) отримували чисті лінії фагів. Діаметри НК фагів вимірювали 
за допомогою штангенциркуля і представляли як середнє значення 10 випадкових 
НК, вибраних впродовж трьох незалежних експериментів. 
 Кількість фагових часток у 1 см3 (г) досліджуваної проби розраховували  
за формулою: 
                              Хбф = NБУО × 10n  або                                                     (2.5) 
за формулою:                                              
                                 Хбф = NБУО × 
 
nОМ
OM


, де:                                             (2.6) 
Хбф       -  кількість фагових часток у 1 см3 (г) досліджуваної проби; 
NБУО       -  кількість бляшкоутворювальних одиниць (негативних колоній,  
                стерильних плям) у посівах; 
n       - число десятикратних розведень досліджуваного матеріалу, в посівах яких                 
у чашках Петрі підраховували бляшкоутворювальні одиниці; 
М   - вага (об’єм) наважки проби, яку брали для приготування вихідного   
розведення (г, см3); 
О        -  об’єм розчинника (фізіологічного розчину, стерильної води), який брали для 
приготування вихідного розведення наважки проби; 
Оn             -  об’єм інокуляту, який внесли у чашку Петрі (см3).  
 Для розрахунку кількості фагових часток у повітрі виходили з терміну 
експозиції відкритої чашки Петрі і розраховували за формулою: 
Хбф = 


s
NБУО 5× 104 , де:                                                           (2.7) 
Хбф       -  кількість фагових часток у 1 м3 повітря; 
s           -  площа чашки Петрі (см2), використаної для аналізу; 
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τ           -  термін експозиції чашки Петрі, хв. 
 Кількість фагових часток у змивах розраховували  
за формулою: 
                     Хбф = NБУО × 10n , де:                                                                   (2.8) 
Хбф       - кількість фагових часток у 100 см3 досліджуваної площі; 
10n      - розведення змиву у чашці Петрі з посівом, у якому підраховували 
бляшкоутворюючі одиниці. 
 Результати обраховувань кількості бляшкоутворювальних одиниць у 1 см3 (г) 
досліджуваної проби або на 1 см2 поверхні, або у 1 м3 повітря виражали числом від 
1,0 до 9,9, помноженим на 10n. 
 Показник частоти виявлення фагів (ЧФ) у % розраховували за формулою:  
         ЧФ=(КОФ+/ЗКО)x100, де:                                                     (2.9)                                                                                  
КОФ+  - кількість об'єктів із виявленим бактеріофагом;  
ЗКО    - загальна кількість досліджених об'єктів.  
 Показник широти спектру бактеріофагів Сф визначали за кількістю видів 
бактеріофагів, які було виявлено за допомогою відповідних тест-культур на 
підприємстві в цілому; 
 Коефіцієнт контамінації Kk (забруднення) об’єкта бактеріофагом 
розраховували за формулою:  
 
100
т
ф
k
К
К
K , де: (2.10) 
Кk          -  коефіцієнт контамінації об’єкта бактеріофагом, %;  
Кф   - кількість фагів, які було виявлено на об’єкті за допомогою певної тест-
культури, шт.;  
Кт   - загальна кількість тест-культур, які було використано під час моніторингу, шт. 
 Чутливість культур МКБ до фагів. Коло хазяїв фагів визначали за допомогою 
методу «spot test» шляхом нанесення фагів на чашку Петрі з ГА чи МРС з 0,5 % 
глюкози чи 0,5 % лактози, 10 мМ CaCl2 та 100 мМ гліцину та досліджуваною 
культурою в log-фазі росту (OD600 = 0,6-0,7) [133]. У дослідах використовували 
бактеріофаги з титром 107 БУО/см3 об’ємом по 0,02 см3. Чашки інкубували за 
оптимальної температури для культури впродовж (24-36) год. Фагочутливими 
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вважали ті штами, на бактеріальних газонах яких у місцях нанесення фагу 
спостерігали наявність зони лізису. Індекс літичної активності Іл розраховували як 
співвідношення кількості лізованих фагом штамів МКБ до числа випробуваних. 
 Фаги у високому титрі отримували шляхом зараження штаму-господаря фагом 
при MI (множинність інфекції) від 0,1 до 1,0. Інфіковану культуру вирощували за 
оптимальної температури в ГБ або МРС-бульоні з 0,5 % глюкози чи 0,5 % лактози, 
10 мМ CaCl2 та 100 мМ гліцину до завершення лізису. Фаголізати центрифугували 
за 15000 g впродовж 10 хв при температурі 4 °С для осадження клітин, супернатант 
фільтрували (фільтри з розміром пор 0,45 мкм, Sartorius, Німеччина).  
 Метод трансмісійної електронної мікроскопії. Мідну сіточку з формваровою 
плівкою-підложкою поміщали на краплину фагового препарату і витримували 
впродовж 1 год за кімнатної температури для адсорбції часток. Неадгезовані фаги 
відмивали у деіонізованій Н2О впродовж 10 хв і одразу проводили контрастування 
препаратів розчином уранілацетату (2 %, pH 4,5) впродовж 40 с за кімнатної 
температури [108]. Фіксацію зразків проводили за допомогою етанолу. 
Мікрофотографії фагових часток отримували за допомогою трансмісійного 
електронного мікроскопу JEM-1400 (Jeol, Японія) при напрузі 80 кВ і 
інструментальному збільшенні х50тис.-100тис. Під час мікроскопіювання 
оцінювали загальний вид фагів, максимальний діаметр капсида визначали за 
відстанню між протилежними вершинами його гексагональної проекції. Повну 
довжину хвостового відростка вимірювали від портальної вершини до кінця 
базальної пластинки включно. Статистична обробка даних проведена за допомогою 
програми Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., 2001; www.statsoft.com). 
 Виділення ДНК фагів виконували за Binetti et all. [244]. Для цього проводили 
преципітацію фагових часток за допомогою інкубування з 10 % PEG 6000 та NaCl 
(58 мг/см3) впродовж 24 год за 4 °C з наступним центрифугуванням впродовж 30 хв 
за 17000 g за температури 4 °C. Осад ресуспендували у буфері SM (100 мM NaCl,10 
мM MgSO4, 50 мМ Tris-HCl pH 7,5, 0,01 % желатин) та зберігали за 4 °C. До 
фаголізату з титром не менше 1010 БУО/см3 додавали ДНК-азу і РНК-азу (Sigma) у 
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кінцевій концентрації по 20 мкг/см3 кожної і інкубували за 37 ºС впродовж 1 год. 
Потім до лізату додавали NaCl і PEG 600 до кінцевої концентрації 1М, 10 % PEG 
600, відповідно. Витримували на льоду впродовж 1 год, центрифугували за 11 тис. 
об/хв упродовж 20 хв за температури 4 ºС. Осад ресуспендували у 400 мкл розчину: 
10 мМ Tris-HСl pH 8,0, 0,1 M EDTA, 0,5% SDS, 100 мкг/см3 протеінази К, та 
інкубували впродовж 2 год за 50 ºС. ДНК фагу екстрагували сумішшю фенол-
хлороформ (1:1), використовуючи фенол врівноважений 1 М Tris-HСl pH 8,0. 
Обережно перемішували 20 хв, центрифугували 15 хв за 11 тис. об/хв, повторювали 
екстракцію 400 мкл хлороформа, потім центрифугували за тих же умов. До 
супернатанту додавали 0,2 об’єму 10 М ацетату амонію, ДНК осаджували 2,5 
об’ємами етанолу 96 %, центрифугували, двічі промивали 70 % етанолом, сушили і 
розчиняли у 100 мкл деіонізованої води впродовж 12 год. Концентрацію виділеної 
ДНК фага визначали за допомогою спектрофотометру NanoDrop 2000 (“Thermo 
Scientific”). Електрофоретичне дослідження фагової ДНК проводили у 0,8 % 
агарозному гелі, що містив 0,25 мкг/см3 етідій броміду у 1хТАЕ буфері (0,04 М Tris, 
0,04 М оцтової к-ти, 1мМ EDTA, рН 8,0). Використовували систему для 
горизонтального електрофорезу Wide Mini-Sub Cell GT фірми Bio-Rad Laboratories. 
ДНК фагу перед нанесенням на гель з’єднували з буфером 6хLoading Dye Solution. 
Розміри фагової ДНК порівнювали з ДНК фага λ/EcoRI+HindIII. 
 Мультиплекс-ПЛР на виділеній ДНК фагів проводили для класифікації 
конкретних генетичних типів фагів. В якості референсних генів використовували 
консервативні ділянки генів фагів L. lactis ssp. трьох основних генетичних видів: c2, 
936 та P335. Праймери були розроблені для отримання продуктів ПЛР різних 
розмірів. Праймери 936A (5'- TCAATGGAAGACCAAGCGGA -3') і 936B (5'- 
GTAGGAGACCAACCCAAGCC-3') давали продукт ПЛР 179 п.н. (58 °C); праймери 
c2a (5'-CAGGTGTAAAAGTTCGAGAACT-3') і c2b (5'- CAGATAATGCACCT 
GAATCA -3') - продукт 474 п.н. (58 °C); праймери P335A (5'- GAAGCTAGGC 
GAATCAGTAA-3') і P335B (5'-GATTGCCATTTGCGCTCTGA-3') - фрагмент 682 
п.н. (58 °C) [140]. Для ідентифікації фагів S. thermophilus мультиплекс-ПЛР 
проводили згідно з Quiberoni [201] та McDonnell [245], використовуючи наступні 
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праймери: cos 5’-GGTTCACGTGTTTATGAAAAATGG-3’ і 5’-
AGCAGAATCAGCAAGCAAGCTGTT-3’ (53°C, 170 п.н.); pac 5’-
GAAGCTATGCGTATGCAAGT-3’ і 5’-TTAGGGATAAGAGTCAAGTG-3’ (53°C, 
427 п.н.); 987 група 5’-CTAAGCGTTTGCCACTGTCAG-3’ і 5’-
GCTGCCGCTTGTTTGAAAAC-3’ (55°C, 707 п.н.); 5093 група 5’-
CTGGCTCTTGGTGGTCTTGC-3’ і 5’-GCGGCAACCATCTTAGACCAG-3’ (55°C, 
983 п.н.). ПЛР на виділеній ДНК фагів (15 см3) проводили в 40 мкл буферу для 
полiмерази DreamTaq (“Thermo Scientific, Fermentas”), що мiстив 0,2 мМ 
дезоксинуклеотиди (dNTPs), 20 пмоль кожного праймеру та 5 од. активностi 
полiмерази. ПЛР проводили з використанням амплiфiкатора “Applied Biosystems 
2720” (“Life Technologies”). Зразки спочатку денатурували впродовж 4 хв за 95 оС, а 
надалi кожен цикл складався з трьох етапiв: денатурацiя ДНК за 95 оС впродовж 40 
с; реасоцiацiя праймерiв за (53 чи 55, чи 58) оС впродовж 40 с; полiмеризацiя ДНК 
вiдбувалась 1 хв за температури 72 оС; фінальний цикл - 7 хв за 72 оС. Для 
амплiфiкацiї фрагментiв ДНК проводили 40 циклiв. Фрагменти ПЛР розділяли у 
агарозному гелі (для генотипу Р335 – у 0,8 %, с2 – у 1 %, 936 – у 1,5 %; для фагів S. 
thermophilus – у 1,5 %) в ТАЕ-буфері (40 мМ Тріс-ацетат, 1 мМ EDTA), фарбували 
бромистим етидієм, і візуалізували в УФ-світлі. 
 Гель-електрофорез білків фагів виконували за методом Laemmli U.K. [246] та 
Binetti et all. [244]. Осаджені фагові частинки з титром не менше 1010 БУО/см3 
(приблизно 50 мкл) кип'ятили впродовж 3 хв для вивільнення ДНК. Продукт потім 
обробляли 4 мкг/см3 ДНКази I (“Thermo Scientific, Fermentas”) за 37 °С впродовж 30 
хв, додавали рівний об'єм буферу для нанесення (12,5 мМ Тріс-HCl, рН 6,8, 2 % 
SDS, 5 % меркаптоетанолу, 10 % гліцерину, 0,005 % бромфенолового синього, рН 
6,8) і кип'ятили впродовж 10 хв. Білки розділяли за допомогою SDS-
поліакриламідного гелю (15 %), використовуючи систему для вертикального 
електрофорезу VE-10 Helicon (Росія). Електрофорез проводили в буфері для 
електрофорезу (248 мМ Тріс-HCl, рН 8,8, 1,92 М гліцину, 20 мМ ЕДТА, 1 % SDS) за 
20 мА до тих пір, поки фронт барвнику не досягне дна гелю. Білки фарбували 
Кумасі діамантовим синім R-250 (Sigma). Для визначення молекулярних мас 
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фагових білків скористались набором білків-маркерів PageRuler Prestained Protein 
Ladder (“Thermo Scientific, Fermentas”). 
 Лізогенні МКБ досліджували двома методами: 1) обробкою бактеріальної 
суспензії хлороформом (1:10) упродовж 30 хв. Оброблені клітини витримували у 
термостаті за 30 ºС (мезофільні бактерії) або 39 ºС (термофільні бактерії) впродовж 
1,5 год, потім осаджували центрифугуванням за 3000 об/хв упродовж (15±5) хв і 
досліджували надосадову рідину на наявність фагів методом "подвійного" агару; 2) 
індукцією профагів мітоміцином С згідно з [107] у модифікації. Для цього 2 % 17 
год бульйонної культури вносили до 40 см3 ГБ та культивували за оптимальної 
температури росту впродовж 3-4 год для отримання бактеріальної суспензії з 
оптичною густиною (0,1-0,2) од. (екстинцію суспензії визначали на 
фотоелектроколориметрі КФК-3 у кюветі 3,0 мм за λ=600 нм). Потім підготовлену 
культуру розливали у дві пробірки по 10 см3 – контрольну і дослідну. До дослідної 
пробірки додавали (1-3) мкг/см3 мітоміцина С для індукції помірних фагів. Дослідну 
та контрольну пробірки переносили до термостату та продовжували культивування, 
щогодини перевіряючи зміну оптичної густини бактеріальної суспензії впродовж 4 
год. У разі значного зменшення оптичної густини у дослідній пробірці порівняно до 
контрольної, вважали таку культуру лізогенною. Вміст дослідної пробірки 
досліджували на наявність бактеріофага методом "подвійного" агару [247]. 
 Адсорбцію фагів досліджували за методикою [248]. Для цього нарощували 
бактеріальну культуру впродовж 5 год, розводили до оптичної густини 0,6 (довжина 
хвилі λ = 540 нм). У дослідну пробірку з 4,5 см3 бактеріальної суспензії додавали 0,5 
см3 фага (107 БУО/см3) та 0,05 см3 1 М СаCl2. Витримували за кімнатної температури 
впродовж 15 хв. Потім відбирали 0,1 см3 суміші, переносили її у 9,9 см3 з ГБ, 
центрифугували за 3 тис. об/хв впродовж 15 хв. Визначали кількість фага методом 
«подвійного» агару: у вихідній пробірці з інокулятом фага (N0), у супернатанті – 
кількість вільного неадсорбованого фага (Nv), у центрифугаті, який містив клітини з 
адсорбованим фагом. Кількість адсорбованого фага Nа визначали, як Nа = N0 - Nv.  
Ефективність адсорбції виражали у %, вираховували за формулою:  
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Аеф = N0-Nv / Nv . 100, де:                          (2.11) 
N0           -  початкова кількість фага;  
Nv      -  кількість неадсорбованого фага. 
Визначали кількість бактерій шляхом висіву серійних десятикратних розведень 
у агаризоване поживне середовище ГА у вихідній пробірці з інокулятом. 
Вираховували множинність інфекції (МІ), як відношення кількості адсорбованого 
фага до кількості клітин (з урахуванням розведень при готуванні реакційної суміші). 
 Цикл розвитку фага досліджували за [243]. Для цього після етапу адсорбції 
центрифугат, отриманий як описано раніше, розводили у 50 см3 ГБ, витримували у 
термостаті за оптимальної температури. Періодично відбирали з цієї реакційної 
суміші проби для аналізування: визначали кількість бактерій, які ще не були лізовані 
фагом; визначали кількість фагу, що розмножився. Константу швидкості адсорбції К 
вираховували за формулою: 
Nv / N0 = е –КВt, де :                                                (2.12) 
К        -  константа швидкості адсорбції, см3 . хв-1 ;  
N0          -  початкова кількість фага, БУО/см3;  
Nv      -  кількість неадсорбованого фага, БУО/см3;  
В        -  кількість культури в реакційній суміші, КУО/см3; t – час, хв. 
 Латентний період визначали за часом між адсорбцією і лізисом фага. Для 
визначення виходу фага з однієї клітини після 5 хв культивування (задовго до кінця 
латентного періоду) реакційну суміш розливали у пробірки з ГБ так, щоб у кожній 
пробірці містилась умовно одна інфікована клітина. Пробірки інкубували (20–60) хв 
до тих пір поки не відбудеться лізис. З кожної пробірки періодично кожні (5-10) хв 
робили висів на вміст фага та культури. До уваги брали найменшу кількість фага 
після латентного періоду, більша ймовірність, що була уражена саме одна клітина 
(число Nl) (розподілення за законом Пуассона). Вираховували вихід фага за 
формулою: 
Nl – Nа / В0 – Вl, де: (2.13) 
Nl           -  найменша кількість фага на момент лізису, БУО/см3;  
Nа          -  кількість адсорбованого фага, БУО/см3;  
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В0       -  початкова кількість культури в реакційній суміші, КУО/см3;  
Вl           -  кількість культури в реакційній суміші на момент лізису, КУО/см3 . 
 Термоінактивацію фагів досліджували у стерильній дистильованій воді та 10 
% ВСЗМ. У дослідах використовували фаги з вихідним титром 106, 108 БУО/см3. 
Реакційну суміш ретельно перемішували, витримували за необхідної температури 
(70-72), (90-92) ºС та періодично робили висіви на наявність активних бактеріофагів, 
використовуючи метод «подвійного» агару. Як контроль використовували 
експозицію фаголізатів за температури 30 чи 39 °С – оптимальної для бактерій-
хазяїв цих фагів. Чутливість фагів до нагрівання характеризували константою 
швидкості інактивації ( К Т), яку розраховували за формулою: 
К Т=
P
P
t
0lg
3,2
 , де:                                                   (2.14) 
Р0       -  початковий титр фага;  
Р        -  титр фага після часу експозиції t [91]. 
 Вплив дезінфікуючих засобів на інфекційність фагів досліджували наступним 
чином. До стерильної дистильованої води вносили деззасіб (ДЗ), концентрацію 
якого стандартизували за вмістом активної речовини (згідно з методичними 
вказівками на цей ДЗ) та додавали фаги до кінцевого титру 106 та 108 БУО/см3. 
Суміш витримували за температури (20-22), (70-72), (80-82) ºС, періодично висівали 
на наявність фагів методом «подвійного» агару. Вплив ДЗ оцінювали за різницею 
між титром фагів без та з додаванням ДЗ. Чутливість фагів характеризували за 
константою швидкості інактивації (КТ), яку розраховували за формулою 2.13. 
2.3.6. Оцінка біохімічних, технологічних властивостей штамів, композицій, 
бакпрепаратів проводилась загальновизнаними методами за показниками: 
титрована та активна кислотність середовища; молокозсідальна активність, 
органолептика. Вологоутримуючу здатність молочних згустків оцінювали за 
відділенням сироватки після центрифугування 10 г зразку при 1000 об/хв упродовж 
1 хв; продукцію вуглекислого газу - за підйомом згустку після нагрівання до 95 оС 
[227]; активність β-галактозидази - за реакцією зі специфічним субстратом –о-
нітрофеніл-β-D-галактопіранозидом [249]; вуглеводний склад - методом 
високоефективної рідинної хроматографії на хроматографі LC-5 Shimadzu [250]; 
нагромадження розчинних продуктів протеолізу на фотоелектроколориметрі КФК-3: 
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загальний розчинний білок за методом Лоурі ( = 760 нм) [251], пептидів за методом 
Бредфорд ( = 590 нм) [252], вільних амінокислот за модифікованим нінгідриновим 
методом Гомеса ( = 502 нм) [253]. Параметри росту періодичної культури: питому 
швидкість росту (µ, год-1), тривалість фази затримки росту (Тl, год), константу 
швидкості поділу (ν, год-1), термін регенерації (g, год), концентрацію біомаси (Х, 
мг/см3) та економічний коефіцієнт (У) розраховували за [254], виходячи з того, що 
(1,00±0,02)х1010 КУО/см3 становили (6,1-6,3) мг/см3 сухого бактеріального залишку; 
розчинність за [255] та вміст вологи сухого препарату за [256]. Опрацювання 
технологій проводили у промислових умовах виробничого цеху ДДП ІПР у 
ферментерах з робочим об’ємом 700 дм3 за розробленою блок-схемою (з 
уточненими режимами залежно від бакпрепарату), наведеною в Додатку А.  
 2.3.7. Статистична обробка результатів. Графічну обробку результатів 
здійснювали за допомогою програм Microsoft Excel 2016, Harvard Chart XL for 
Windows 95 Version 2,0; КОМПАС-3DLT V12; мікрофотограм мікроорганізмів – 
Motic Images 2000 (версія 1.3). Статистичний аналіз даних здійснювали методами 
варіаційної статистики [257]; застосовували пакети програмних продуктів Statistica 
6.0 (StatSoft, Inc., 2001; www.statsoft.com), Medstatistic. Оцінку результатів 
досліджень проводили за рівнем значущості Р, повторність дослідів не менше трьох.  
  
 Висновок до розділу 2. 
 Дослідження проводились у відділі біотехнології ІПР НААН. Апробацію 
технологій здійснювали в умовах ДДП ІПР, методів мікробіологічного та 
вірусологічного контролю - випробувальному центрі ІПР НААН, впровадження 
отриманих результатів - на ряді молокопереробних підприємств України. У розділі 
окреслено напрями проведення досліджень, наведено об’єкти та схему досліджень. 
Для реалізації завдань використано методи згідно з державними стандартами; 
загальноприйняті, а також модифіковані методи фізико-хімічного, біохімічного, 
технологічного, мікробіологічного, вірусологічного, молекулярно-генетичного та 
статистичного аналізування, що відповідали меті дослідження. 
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РОЗДІЛ 3. ТЕХНОЛОГІЯ ТЕСТ-КУЛЬТУР ДЛЯ ДЕТЕКЦІЇ ІНГІБІТОРІВ 
РОСТУ ЗАКВАШУВАЛЬНОЇ МІКРОБІОТИ 
 
3.1. Скринінг тест-культур для детекції інгібіторних речовин у молоці та 
молочній сировині 
 
Для контролю інгібуючих речовин, зокрема залишків антибіотиків у молоці та 
молочних продуктах здебільшого застосовують мікробіологічні та хроматографічні 
методи [39]. Хроматографічні експрес-методи вирізняються швидкістю аналізу, 
визначають наявність того чи іншого антибіотика впродовж лише 5-15 хв. Однак 
вони не можуть повністю замінити контроль інгібуючих речовин за їхньою 
сукупністю. Для цього розроблено триваліші за часом виконання як 
хроматографічні, так і мікробіологічні методи [8, 42, 238].  
Так, метод згідно ГОСТ 23454 засновано на порівнянні дегідрогеназної 
активності чутливої до інгібіторів тест-культури S. thermophilus за її розвитку у 
молоці, що досліджується, та стандартному зразку молока (який не містить 
інгібіторів). Цей метод був арбітражним, однак насьогодні втратив чинність у 
правовому полі України з 01.01.19 р. Проблеми методу насьогодні є дуже 
актуальними. Першочергово це стосується відсутності вітчизняних тест-культур. 
Водночас тест-культури S. thermophilus 2КС (ТУ 10-02-02-789-65-91) та S. 
thermophilus В19 (ТУ 10-02-02-789-30-90) виробництва Росії характеризуються 
обмеженим спектром та межею чутливості, тривалістю аналізування та не 
представлені на ринку України. Одним із раціональних шляхів вирішення є 
створення вітчизняних тест-систем, використання яких збільшить ефективність 
виявлення антибіотиків чи інших інгібіторів хімічної природи заквашувальної 
мікробіоти [238]. 
Дослідження антибіотикограм МКБ з колекції ІПР. Відомо, що стійкість 
мікроорганізмів до антибіотиків передається спадково, різні види та навіть штами в 
межах виду вирізняються один від одного за цією властивістю. Наразі 
спостерігається збільшення нижньої межі антибіотикостійкості штамів 
лактобактерій, навіть щойновиділенних із природної еконіші - самоквасних 
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молочних продуктів. Це відбувається тому, що мікробіота таких продуктів також 
змінюється через широке використання антибіотиків виробниками молока, в тому 
числі й приватними, виникнення адаптаційних змін та природної селекції штамів 
лактобактерій, стійких до таких концентрацій антибіотиків, які раніше інгібували 
їхній розвиток [44, 238, 258].  
З цієї точки зору було цікавим дослідити відношення до антибіотиків МКБ з 
колекції відділу біотехнології ІПР. Досліджено in vitro активність найуживаніших 
антибіотиків щодо 246 промислових штамів різних родів та видів: L. lactis ssp., Lb. 
casei, Lb. acidophilus та S. thermophilus. Результати скринінгових досліджень з 
визначення МІК антибіотиків представлено у таблиці 3.1 [238].  
 
Таблиця 3.1. Активність антибіотиків щодо промислових штамів МКБ in vitro 
Антибіотик Мінімальна інгібуюча концентрація1), мкг/см3 
Lactobacillus 
casei 
(44 шт.) 
Lactobacillus 
acidophilus 
 (39 шт.) 
Lactococcus 
lactis 
(65 шт.) 
Streptococcus 
thermophilus 
(98 шт.) 
Ампіцилін 0,10-0,50 0,01-0,50 0,02-0,20 0,01-0,02 
Бензилпеніцилін 0,10-1,00 0,01-0,50 0,02-0,50 0,02-0,50 
Еритроміцин 0,10-0,15 0,05-0,10 0,10-0,50 0,05-0,10 
Тетрациклін 1,00-2,00 0,50-2,50 0,50-1,50 0,20-0,50 
Хлорамфенікол 1,00-5,00 0,10-2,50 0,20-0,50 0,50-1,00 
Стрептоміцин 1,00-4,50 0,50-1,00 0,10-1,00 0,50-1,00 
1)діапазон середньоарифметичних значень, n=3; довірчий інтервал ±0,001 мкг/см3, 
р≤0,05 
Найбільший інгібіторний тиск на клітини МКБ справляли хлорамфенікол, 
ампіцилін та бензилпеніцилін – кількість чутливих штамів складала (30-37) %. 
Найменше значення МІК встановлено для ампіциліну та бензилпеніциліну – (0,01-
1,00) мкг/см3 залежно від штаму (у 10-100 разів більше за норми залишкової 
кількості антибіотиків у молоці незбираному згідно з Постановами ЕС № 470/2009 
та № 37/2010). Найвищі рівні МІК отримано для хлорамфеніколу (до 5 мкг/см3), що 
майже у 1000 разів більше за допустимий рівень у сирому молоці. Слід звернути 
увагу на високі порогові концентрації антибіотиків, які спричиняли 
бактеріостатичну дію на мезофільні бактерії видів L. lactis та Lb. casei. Натомість 
серед S. thermophilus було більше чутливих штамів щодо половини досліджених 
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антибіотиків порівняно з іншими видами МКБ [238]. Загалом S. thermophilus, для 
яких МІК антибіотиків знаходиться в межах від 4 до 16 мкг/см3 вважають природньо 
чутливими. МІК вище цих значень свідчить про набуту природу резистентності 
штамів. Порівняння експериментальних значень МІК з літературними [69, 259] 
показало, що жоден із штамів ІПР не проявляв стійкість на рівні набутої 
антибіотикорезистентності. Це свідчить про їхнє природнє походження. Слід 
зауважити, що подекуди біотехнологи пропонують виробникам ферментованих 
молочних продуктів високорезистентні до антибіотиків штами лакто-, 
біфідобактерій, замовчуючи механізм виникнення цієї стійкості [44, 238, 258]. Отже 
природна стійкість, як і чутливість до широкого спектру антибіотиків притаманна 
небагатьом культурам та є штамоспецифічною ознакою.  
 Спрямована селекція високочутливих штамів до широкого спектру 
інгібіторних речовин. З огляду на отримані дані пошук антибіотикочутливих 
штамів проводили серед S. thermophilus. Коло досліджуваних штамів збільшили до 
80 од. для розширення селекційного поля. Відомо, що для розмежування чутливих 
та резистентних штамів необхідно визначити критичні для їхнього росту 
концентрації антибіотиків [259]. На першому етапі дослідили відношення штамів до 
10 антибіотиків диско-дифузійним методом. Штами вважали чутливими, якщо 
діаметр зони затримки росту під впливом антибіотику d > 15 мм, слабкочутливими - 
d ≤ 15 мм та стійкими за відсутності інгібування росту [236]. Розподіл штамів 
залежно від діапазону зон пригнічення росту під впливом певного антибіотику 
подано в табл. 3.2. На рис. 3.1 показано приклад тестування штаму S. thermophilus. 
  Найбільше стійких штамів виявлено до протигрибкового препарату 
клотримазолу – 36,2 % від загальної кількості. Другу за чисельністю групу склали 
штами, стійкі до бензилпеніциліну та ампіциліну, по 16,2 %. До третьої та четвертої 
групи увійшли штами, стійкі до поліміксину та левоміцетину - їхня частка 
становила, відповідно, 15,0 % і 12,5 %. Найменше стійких штамів визначено до 
тетрацикліну, неоміцину, канаміцину та стрептоміцину – від 1,2 % до 6,3 %. Отже, 
найменшою антимікробною дією характеризувались антибіотики, які порушували 
синтез клітинної стінки бактерій – пеніцилін та ампіцилін. 
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Рис. 3.1. Відношення до антибіотиків S. thermophilus 2114: 
№ 1-3 – зона пригнічення росту, відповідно, еритроміцином, левоміцетином, 
стрептоміцином; № 4 – відсутність зони пригнічення росту полімиксином. 
 
Таблиця 3.2. Розподіл S. thermophilus за антибіотикочутливістю1) 
№ 
п/п 
Антибіотик Діапазон діаметра зони пригнічення росту, у мм 
30-35 24-29 18-23 12-17 6-11 5-0 
1 Стрептоміцин, 
300 мкг 
0 16 42 16 1 5 
2 Неоміцин, 
30 мкг  
0 0 8 58 10 4 
3 Клотримазол, 
10 мкг 
0 4 12 18 17 29 
4 Поліміксин М, 
300 Од 
0 0 3 29 36 12 
5 Канаміцин, 
30 мкг 
0 0 19 53 4 4 
6 Бензилпеніцилін, 
10 Од 
7 17 27 14 2 13 
7 Енрофлоксацин, 
5 мкг 
0 6 33 35 3 3 
8 Ампіцилін, 
10 мкг 
7 20 20 17 3 13 
9 Левоміцетин,  
30 мкг 
3 27 26 9 5 10 
10 Тетрациклін,  
30 мкг 
0 18 46 14 1 1 
        1)середньоарифметичні значення, n = 3, довірчий інтервал для р≤0,05 складає ±1 
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2 
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Наступними за інтенсивністю інгібуючого впливу були антибіотики, що 
викликали ушкодження цитоплазматичної мембрани – поліміксин; далі - 
антибіотики, що пригнічували білковий синтез (гентаміцин, стрептоміцин, 
канаміцин, неоміцин, еритроміцин). Тетрациклін та хлорамфенікол (левоміцетин) 
справляли найбільший інгібіторний тиск на досліджувані бактерії (див. табл. 3.2).  
Для подальшої селекції відібрано 35 штамів, які характеризувались найбільшою 
антибіотикочутливістю за результатами диско-дифузійного методу. Серед них за 
двома важливими для тест-культур критеріями: високим рівнем 
антибіотикочутливості та молокозсідальної активності (табл. 3.3) відібрано 5 штамів 
S. thermophilus, що характеризувались популяційною стабільністю (коефіцієнт 
варіації, kv ≤ 4,5 %) [238].    
Таблиця 3.3. Молокозсідальна активність S. thermophilus 
№ 
п/п 
Штам Кислотність 
через 3 год, °Т1) 
Морфологія 
 культури 
1 2 3 4 
1 St. 12 24 довгі ланцюжки коків 
2 St. 14 22 коки, довгі та короткі ланцюжки коків 
3 St. 2111 24 довгі ланцюжки коків 
4 St. 4-3 28 довгі ланцюжки коків 
5 St. 2100  32 довгі та короткі ланцюжки коків 
6 St. 3 26 довгі та короткі ланцюжки коків 
7 St. 21  28 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
8 St. 2103 28 довгі ланцюжки коків 
9 St. 207 28 довгі ланцюжки коків 
10 St. 3/2 10 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
11 St. 4 12 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
12 St. М/6 32 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
13 St. 16 12 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
14 St. 2/5 32 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
15 St. 1 26 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
16 St. 2 40 довгі та короткі ланцюжки коків 
17 St. 3/8 24 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
18 St. 4/5 22 довгі та короткі ланцюжки коків 
19 St. 2171   30 довгі ланцюжки коків 
20 St. 6 30 довгі ланцюжки коків 
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1 2 3 4 
21 St. М 7 32 довгі ланцюжки коків 
22 St. 8 24 довгі та короткі ланцюжки коків 
23 St. 9 22 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
24 St. М/10 28 довгі ланцюжки коків 
25 St. (6) 11 36 довгі ланцюжки коків 
26 St. 12 20 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
27 St. М/13 24 довгі та короткі ланцюжки коків 
28 St. 3/6 20 коки, диплококи, короткі ланцюжки  
29 St. М/16 28 довгі та короткі ланцюжки коків 
30 St. М/з 18 24 довгі та короткі ланцюжки коків 
31 St.19 20 довгі та короткі ланцюжки коків 
32 St. 22 26 довгі та короткі ланцюжки коків 
33 St. 24 28 довгі та короткі ланцюжки коків 
34 St. 23 30 довгі ланцюжки коків 
35 St. 25 30 довгі ланцюжки коків 
36  Молоко 16  
1)середньоарифметичні значення, n = 3, довірчий інтервал для р≤0,05 складає ±1 
 
 Показники антибіотикочутливості відібраних культур подано в табл. 3.4. 
Таблиця 3.4. Антибіотикочутливість відібраних штамів S. thermophilus: 
диско-дифузійний метод 
Штам Зона затримки росту антибіотиків1), мм2) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
St. 2171  22 16 16 16 15 30 18 30 25 26 
St. М 7 25 15 15 18 22 28 15 30 25 25 
St. 23 23 16 15 18 18 30 18 28 21 23 
St. 25 21 15 17 16 18 28 17 27 23 23 
St. 2172  20 18 20 20 18 28 20 28 25 27 
    1) назви антибіотиків та 2) примітка згідно таблиці 3.2 
 
 Як видно табл. 3.4, відібрані штами були чутливими до всіх використаних 
антибіотиків, діаметр зони затримки росту d ≥ 15 мм. Згідно з МУК 4.2.1890-04 від 
04.03.2004 р. вимоги до чутливості штамів ще суворіші. Так, чутливими до 
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бензилпеніциліну (№ 6, табл. 3.4) вважають штами, діаметр зони затримки росту 
яких d ≥ 28 мм; до ампіциліну (№ 8, табл. 3.4) - d ≥ 26 мм; до тетрацикліну (№ 10, 
табл. 3.4) - d ≥ 23 мм; до хлорамфеніколу (№ 9, табл. 3.4) - d ≥ 21 мм. За цією 
системою оцінювання всі відібрані штами також були антибіотикочутливими.  
 Під час приймання молочної сировини на підприємстві виконують обов’язкову 
перевірку на наявність найпоширеніших антибіотиків – пеніциліну, левоміцетину, 
стрептоміцину та антибіотиків тетрациклінової групи. Вміст цих антибіотиків 
нормується згідно з «Медико-біологічними вимогами і санітарними нормами якості 
продовольчої сировини і харчових продуктів» МБВ № 5061-89. Тому надалі 
досліджували чутливість штамів саме до цих антибіотиків. Також перевіряли 
відношення культур до залишків активних компонентів миюче-дезінфікуючих 
розчинів, а саме: перекису водню та формаліну методом глибинного посіву в 
агаризоване поживне середовище зі спадаючими концентраціями цих інгібіторів. 
Межу чутливості визначали за МІК інгібітору, що затримувала ріст штаму 
порівняно з ростом без інгібітору. При цьому враховували 2 показники: МІК50 
інгібітору, за якої гинуло 50 % клітин та МІК90 – 90 % загиблих клітин [238].  
 Отримані дані засвідчили високу чутливість відібраних штамів S. thermophilus 
щодо досліджених антибіотиків (табл. 3.5).  
Таблиця 3.5. Значення межі антибіотикочутливості штамів S. thermophilus 
Антибіотик Діапазон МІК1),  
мкг/см3  
МІК1), мкг/см3  
50% 90% 
Хлорамфенікол 1,0-2,5 0,01 0,1 
Бензилпеніцилін 0,1-1,0 0,001 0,005 
Тетрациклін 0,1-2,0 0,01 0,1 
Стрептоміцин 1,0-5,0 0,1 0,5 
Ампіцилін 1,0-5,0 0,1 0,5 
     1) середньоарифметичні значення, n = 5, р≤0,05  
 Про чутливість до 0,1 мкг/см3 стрептоміцину повідомляли також у роботі Marth 
[260]. Згідно з іншими дослідженнями [261] всі штами S. thermophilus були 
чутливими до 0,5 мкг/см3 ампіциліну, 0,5 од. А пеніциліну та 1 мкг/см3 тетрацикліну, 
в той час як частина з них були стійкими до (2-10) мкг/см3 стрептоміцину.  
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 Необхідно зауважити, що показник МІК50 дозволяє відібрати тест-культури для 
виявлення антибіотиків за їхнього вмісту в сировині менше МІК для тест-культур. 
МІК50 означає, що половина популяції бактеріальної культури буде чутливою до цієї 
концентрації інгібітора, що позначиться на зменшенні темпу її росту порівняно до 
контролю (культура без антибіотика буде рости швидше). Як бачимо, значення 
МІК50 у 5-10 разів менші за МІК90 залежно від антибіотика (табл. 3.5) [238]. За 
нашими результатами чутливість відібраних штамів S. thermophilus була вищою ніж 
регламентовано ГОСТ 23454. МІК антибіотиків, яку можна виявити за їх допомогою 
була у 10-100 разів меншою.  
 Вміст антибіотиків є важливим показником придатності молочної сировини для 
переробки, однак, молоко може містити й інші сполуки, що пригнічують активність 
ЗМ [262]. За даними науковців кислотоутворення штамів Lactococcus і S. 
thermophilus знижувалось за вмісту в молоці (10-50) мкг/см3 активного Cl- та (1-10) 
мкг/см3 інших дезінфікуючих речовин. Повне припинення розвитку культур 
відмічали за кількості >100 мкг/см3 хлору та (25-100) мкг/см3 перекису водню, 
амонійних сполук і амфолітів [263]. Нами також встановлено, що перекис водню та 
формалін сильно інгібували розвиток МКБ. Крім того, МІК цих інгібіторів, яку 
визначали відібрані культури була у 10 разів меншою ніж за ГОСТ 23454 (табл. 3.6).  
Таблиця 3.6. Вплив інгібуючих речовин на розвиток S. thermophilus1) 
№ 
п/п 
Штам Формалін Н2О2 
0,004 % 0,0004 % 0,01 % 0,001 % 
1 St. 25 + S + S + S + S 
2 St.2116  + S + S + S + S 
3 St.23 + S + S + S + S 
4 St.2118 ± S ± S ± S ± S 
5 St.2115 ± S ± S ± S ± S 
6  St.2117 + S + S + S ± S 
7  St.5-3 + S ± S + S ++S 
8 St.2171  ++S ++S ++S ++S 
9  St. М7 + S + S + S + S 
10 St.4-3 ± S ± S + S + S 
11 St.2103 ± S ± S ± S ± S 
12 St.2172  ++S ++S ++S ++S 
1) S - чутливість, ±, +  залишки росту; + +  відсутність росту 
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Опрацювання методики визначення хімічних інгібіторів у молоці в 
лабораторних умовах: 
а) Тестування чутливості штамів S. thermophilus проводили у модельному 
досліду з індикатором метиленовим синім. Як молочну сировину використовували 
пастеризоване молоко, до якого додавали відповідні концентрації хімічних 
інгібіторів. У разі відсутності у молоці інгібуючих речовин вміст пробірок мав білий 
колір, за наявності інігібіторів - блакитний. Рівень чутливості культур також 
перевіряли методом глибинного посіву у агаризоване поживне середовище зі 
спадаючими концентраціями інгібіторів. Встановлено, що відібрані штами S. 
thermophilus вирізнялись високою чутливістю до хімічних інгібіторів (табл. 3.7). 
б) Тестування чутливості відібраних штамів S. thermophilus проводили у 
модельному досліду з індикатором резазуріном. У разі відсутності у молоці 
інгібуючих речовин вміст пробірок мав рожевий чи білий колір, за наявності за 
наявності інігібіторів - синій. Результати досліджень подано у таблиці 3.8. 
Найбільшою чутливістю за двома методами характеризувались два штами – №№ 
2171 та 2172. Застосування цих штамів підвищило чутливість мікробіологічного 
методу визначання хімічних інгібіторів у сирому молоці та молочній сировині, а 
саме: пеніциліну – в 10 разів; тетрацикліну та стрептоміцину – в 100 разів, вміст 
формаліну та перекису водню – в 10 разів. Окрім того, ці індикаторні культури 
додатково дозволили визначати залишковий вміст хлорамфеніколу та ампіциліну 
[238]. Отже, за використання селекціонованих тест-культур можна визначити в 
молоці мінімальний вміст найуживаніших антибіотиків, таких як: пеніциліну 0,001 
Од/см3, стрептоміцину 0,1 мкг/см3, тетрацикліну 0,01 мкг/см3, ампіциліну 0,005 
мкг/см3, хлорамфеніколу 0,01 мкг/см3, а також масову частку формаліну та перекису 
водню, відповідно, 0,0004 % та 0,001 %.  
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Таблиця 3.7. Чутливість S. thermophilus до інгібуючих речовин1): спосіб з індикатором метиленовим синім 
№ 
п/п 
 
Штам 
 
К 
Бензилпеніцилін Стрептоміцин Тетрациклін Ампіцилін Левоміцетин Н2О2 
0,001
% 
Форм
алін 
0,0004
% 
0,00
1Од 
0,01
Од 
1 
Од 
0,1 
мкг 
0,25
мкг 
0,5 
мкг 
0,01
мкг 
0,05
мкг 
0,1 
мкг 
0,1 
мкг 
0,25
мкг 
0,5 
мкг 
0,01
мкг 
0,05
мкг 
0,1 
мкг 
1. St. 3 2,0 - - - - - - + + + + + + + + + + + 
2. St. 2 3,5 - + + - + + - + + - + + - + + + + 
3. St.1 2,0 + + + + + + + + + + + + + + + + + 
4. St. М7 2,0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + + + + 
5. St.н/ 5 2,0 + + + - - - - + + - - + - - + + + 
6. St. 22 2,0 + + + - - - + + + + + - + + - + + 
7. St. 12 2,0 + + + - - - - + + - + + + + + + + 
8. St.  25-3 2,0 + + + + + + + + + + + + + + + + + 
9 St.  25-5 2,0 + + + + + + + + + + + + + + + + + 
10 St.  25 2,0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
11 St.2171  2,0 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + ++ ++ 
12 St. FR - 1 3,0 + + + + + + + + + + + + + + + + + 
13 St.2172  2,0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
14 St. 2137 3,5 - - + - - - - - - - - - - - - - - 
15 St. 2120   3,5 - + + - - + + + + + + + + + + + + 
16 St. 23 2,0 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + + + + + 
17 St.  7 3,0 + + + - - - + + + + + + - - - + + 
1) - стійка культура; + помірно чутлива культура; ++ чутлива культура; +++ дуже чутлива культура; К контроль без антибіотику (час сквашування, 
год)
120  
Таблиця 3.8. Чутливість S. thermophilus до інгібуючих речовин: 
спосіб з індикатором резазуріном 
 
Антибіотик Концентрація St.М 7 St.  25 St.  23 St.2171 St.2172  
Бензилпеніцилін, 
Од/г 
0,001 ++ ++ + ++ +++ 
0,003 ++ ++ + ++ +++ 
0,005 ++ ++ + +++ +++ 
Стрептоміцин, 
мкг/см3 
0,1 + + + + + 
0,3 ++ + + + + 
0,5 ++ + + + + 
Тетрациклін, 
мкг/см3 
0,01 + + + ++ ++ 
0,05 + + + ++ + 
0,1 + + + ++ + 
Ампіцилін, 
мкг/см3 
0,005 ± + + ++ ++ 
0,01 + + + +++ +++ 
0,5 ++ ++ + +++ +++ 
Левоміцетин, 
мкг/см3 
0,01 ++ + + + + 
0,05 ++ + + ++ + 
0,1 ++ + + ++ + 
Н2О2 ,% 0,001 + + + ++ + 
0,01 + + + ++ ++ 
0,1 ++ ++ + +++ +++ 
Формалін,% 0,0004 + + + ++ ++ 
0,004 + + + ++ ++ 
0,04 ++ ++ + +++ +++ 
1) + помірно чутлива культура; ++ чутлива культура; +++ дуже чутлива культура 
 
3.2. Селекція тест-культур для визначання фагів МКБ 
 
Бактеріофаги МКБ зумовлюють різноманітні порушення процесу ферментації, 
що призводить до збоїв на різних етапах технологічного ланцюга - від готування ЗМ, 
впродовж ферментації та зберігання готового продукту [70, 73, 119, 264]. Проте на 
вітчизняних молочних підприємствах практично не проводиться моніторинг фагів, 
який би дозволив об'єктивно встановлювати найнебезпечніші критичні контрольні 
точки, вчасно розробляти та здійснювати профілактичні заходи. Такий стан у нашій 
країні пов’язаний з відсутністю тест-культур для виявлення фагів МКБ, відповідних 
нормативних документів, методичної літератури щодо фагового моніторингу. Тому 
набувають особливої ваги дослідження, спрямовані на розробку та впровадження 
сучасних систем детекції фагів ЗМ [265-266].  
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Для селекції фагочутливих культур використовували музейні штами (колекція 
ІПР, 170 шт.) та виділені бактеріальні ізоляти (324 шт.) з фаговмісних зразків-
об’єктів фагового моніторингу. Встановлено, що 4,7 % штамів піддавались 
літичному впливу 186 фагів МКБ (з 382 досліджених). Вони характеризувалась 
(група IV) найбільшим значенням індексу фагочутливості – 17,6 %, що 
вираховували як частку бактеріофагів, які лізували штам (табл. 3.9).  
 
Таблиця 3.9. Скринінг штамів за маркером фагочутливості 
Група Фаги вірулентні, 
 шт. 
Штами,  
% від заг. 
Індекс 
фагочутливості1), 
% 
I - 67,6  - 
II 22 16,2 2,9 
III 86 11,5 11,8 
IV 186 4,7 17,6 
1) середньоарифметичні значення, n=3, довірча межа для р<0,05 складає 0,2 % 
 
Необхідно зауважити, що використання у складі ЗМ штамів, які мають індекс 
фагочутливості більше 10 % є недоцільним. Такі штами здатні підтримувати 
репродукцію значної кількості фагів і, таким чином, сприяти поширенню, 
інфікуванню виробництва різними бактеріофагами. З іншого боку, ця група бактерій 
перспективна для пошуку індикаторних культур для визначення фагів. 
 Дослідження популяційної структури штамів групи IV встановило їх високу 
гетерогенність за ознакою фагочутливості, kv = (45,5÷78,0) % залежно від штаму 
(рис. 3.2). З ізолятів кожної групи відібрано штами, на яких добре репродукувались 
фаги L. lactis, En. faecium, Lb. acidophilus та S. thermophilus – літична активність 
(ЛА) ЛА≥108 БУО/см3. Для них було застосовано метод ступінчатого 
цілеспрямованого відбору та впродовж 5-6 циклів селекції відібрано бактеріальні 
ізоляти, що характеризувались найвищою фагочутливістю та популяційною 
стабільністю (kv ≤ 4,3 %, р≤0,05).  
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Рис. 3.2. Популяційна структура штамів-об’єктів селекції: 
1 –106<ЛА≤108; 2 –104<ЛА≤106; 3 – 102<ЛА≤104; 4 – 10<ЛА≤102; 5 – 0<ЛА≤10 
 
Однією з важливіших характеристик тест-культур є їхня здатність до 
ефективної репродукції фагів [267]. Фагопродукцію штамів досліджували за 
динамікою лізису та збільшенням титру фага у 10 % ВСЗМ, яке інфікували 
гомологічними фагами (виділеними у промислових умовах). Контролем слугував 
характер росту штамів за відсутності фагів, вони розвивались поступово за 
класичними законами росту періодичної культури. На рис. 3.3 показано приклад 
такого дослідження зі застосуванням S. thermophilus 27/1 та фагу Ndan. 
Встановлено, що впродовж перших годин інфікована культура поступово 
збільшувала біомасу хоча і менш інтенсивно порівняно до росту без фага. 
Починаючи з 2,5–ої год ріст бактерій припинявся і на 4,0 год фіксували суцільний 
лізис клітин культури. Вміст залишкової мікрофлори на 6,0 год був у 36308 разів 
меншим порівняно до вихідної кількості, тобто 51 % клітин на цей час загинуло. 
Закономірно, що вміст фага Ndan навпаки поступово збільшувався і на 6,0 год 
його титр становив максимальне значення - (8,6±0,5)×108 БУО/см3 (рис. 3.3).  
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Рис. 3.3. Динаміка вмісту тест-культури S. thermophilus, титру фага Ndan: 
1 –  тест-культура без фага; 2 – тест-культура з фагом; 
 3 – титр фага на тест-культурі  
 
Аналогічним чином було відібрано інші індикаторні культури, які 
забезпечували ефективну репродукцію фагів, виділених за умов виробництва та не 
містили індуцибельних профагів (встановлення лізогенного стану бактерій подано у 
підрозділі 6.3).  
3.3. Ідентифікація тест-культур 
 
Впродовж опрацювання теми створено робочу колекцію з 112 штамів МКБ 
різних таксономічних груп, чутливих до інгібіторів хімічної та біологічної природи. 
Для того, щоб перевести відібраний штам у розряд офіційної тест-культури 
необхідно було провести низку досліджень. По-перше, на підставі проведених 
досліджень морфологічних, культуральних, фізіологічних та біохімічних 
властивостей мікроорганізмів згідно з Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
[226] зі застосуванням тестових систем АPI 50 CHL та API 20 STREP (bioMerieux, 
Франція) визначено родову та видову приналежність індикаторних штамів.  
Розроблено праймери для ПЛР-ідентифікації МКБ: до гену acmA N -
ацетилмурамідази для ампліфікації 153 п.н. фрагменту ДНК L. lactis [230] та 90 п.н. 
ДНК L. cremoris [229] (рис. 3.4). 
1 
2 
3 
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Рис. 3.4. Ідентифікація L. lactis методом ПЛР: 
1) доріжка 2 та 4 – ДНК L. lactis штамів, відповідно: 7231; 7232;   
               2) доріжка 1, 3 та 4 - ДНК L. cremoris шт. 7410, 7412 та 7418 
М – маркер молекулярної ваги GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific”, США) 
 
 
 
Рис. 3.5. Ідентифікація S. thermophilus ПЛР з праймерами Stt F і Stt R: 
доріжка 1 і 6 – ДНК L. lactis штамів, відповідно: 7231 і 7232, негативний контроль; 
доріжка 2-5; 7-9 - ДНК S. thermophilus штамів, відповідно: 7373; 7448; 7511; 
7409; 7408; 7512 та шт. St. 25-5; М – маркер молекулярної ваги GeneRuler™ DNA Ladder 
Mix (“Thermo Scientific”, США); W- негативний контроль без ДНК матриці 
90 п.н. 
 153 п.н. 
1 2 
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Для S. thermophilus результатом ПЛР за допомогою розробленої пари 
специфічних олігонуклеотидних праймерів була ампліфікація специфічних 
фрагментів 175 п.н. ДНК гену pbp2b пеніцилінзв’язуючого протеіну 2В S. 
thermophilus [228]. Результати ПЛР подано на рис. 3.5. Таким чином, було 
підтверджено попередню ідентифікацію тест-культур.  
Дослідження безпечності та авірулентності штамів. Необхідно зазначити, що 
S. thermophilus класифікується як непатогенний, альфа-гемолітичний вид бактерій. 
Однак, S. thermophilus тісно повязаний з іншими патогенними стрептококами 
(наприклад, S. pneumoniae та S. pyogenes). Це вимагало проведення обов’язкового 
підтвердження його авірулентності, не токсичності у спеціальних доклінічних 
дослідженнях на тваринах. На першому етапі встановлення безпечності штамів S. 
thermophilus у дослідах in vitro використовували визначення їхньої гемолітичної 
активності на колумбійському агарі з 5 % баранячої крові. Середовище дозволяє 
визначити тип гемолізу – один із основних тестів для ідентифікації бактерій. За 
характером росту на кровяному агарі стрептококки разділяють на три типа: з α, β чи 
γ-гемолізом [268-269]. Штами S. thermophilus на кров’яному агарі утворювали 
колонії без зон просвітлення, навколо колоній спостерігали непрозорий кремовий чи 
зеленуватий ореол – α- тип (рис. 3.6). 
 
 
 
Рис. 3.6. Тип гемолізу-один з основних тестів для ідентифікації стрептококів 
 
 
 
 
 
α- гемоліз 
 
 
 
α- гемоліз 
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У результаті доведено відсутність гемолітичної активності у штамів S. 
thermophilus, що дало підставу вважати їх безпечними та придатними для 
використання у біотехнологіях харчових продуктів. Окрім того, штами S. 
thermophilus перевірено на патогенність в Інституті мікробіології і вірусології НАН 
України та підтверджено їхню безпечність (Висновки подано в Додатку А). 
Проведено депонування відібраних тест-культур у Депозитарії Інституту 
мікробіології і вірусології НАН України (Свідоцтва про первісне депонування 
подано у Додатку А). Ці культури мають офіційний статус тест-культур для 
визначення того чи іншого інгібуючого фактору МКБ (табл. 3.10).  
Таблиця 3.10. Перелік тест-культур 
№ 
п/п 
Вид, підвид 
тест- культури 
Сфера застосування 
тест- культури 
Джерело 
/депозитор 
тест-культури 
1 Lactococcus lactis ssp. 
lactis IMB B-7231  
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
2 Lactococcus lactis ssp. 
lactis IMB B-7232  
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
3 Lactococcus lactis ssp. 
lactis IMB B-7233  
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
4 Lactococcus lactis ssp. 
lactis IMB B-7234  
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
5 Lactococcus lactis ssp. 
сremoris IMB B-7410  
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
6 Lactococcus lactis ssp. 
lactis biovar diacetіlactis 
IMB B-7374  
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
7 Streptococcus thermophilus 
IMB B-7373   
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
8 Streptococcus thermophilus 
IMB B-7448 
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
9 Streptococcus thermophilus 
IMB B -7511 
для визначення 
бактеріофагів 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
10 Streptococcus thermophilus 
IMB B-7409 
для визначення 
інгібуючих речовин 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
11 Streptococcus thermophilus 
IMB B-7408 
для визначення 
інгібуючих речовин 
ІПР НААН, ІМВ 
НАНУ 
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3.4. Технологічні параметри виробництва тест-культур 
Популяційна стабільність штамів. Дослідження штамової та популяційної 
мінливості відібраних тест-культур показало високий ступінь гомогенності 
бактеріальних популяцій. Найстабільнішими були популяції термофільних 
стрептококів, kv для МЗА коливався в межах (1,8-3,1) %, а культура L. diacetilactis 
1333 була найменш гомогенною з усіх обстежених (kv=5,3 %). Ці результати дали 
нам підстави класифікувати відібрані штами, як маломінливі культури, з 
гомогенною популяцією клітин. 
Умови нагромадження біомаси. Досліджено динаміку росту тест-культур у 
відновленому 10 % ВСЗМ за різного варіанту інокуляції посівного матеріалу. 
Результати обчислення параметрів росту культур подано у таблиці 3.11.  
Таблиця 3.11. Параметри росту тест-культур у 10 % ВСЗМ1) 
Інокулят, 
% до заг. 
об’єму 
Питома швидкість росту, год
-1
 Приріст клітин
2), рази 
штами: 
7409 7373 7231 7410 7374 7409 7373 7231 7410 7374 
1 % 0,13 0,17 0,12 0,10 0,11 9,80 4,70 5,23 3,50 3,28 
2 % 0,42 0,45 0,34 0,32 0,31 41,70 22,40 28,11 23,76 21,10 
3 % 0,60 0,74 0,53 0,51 0,50 120,20 79,40 79,42 66,32 53,15 
5 % 0,52 0,51 0,60 0,59 0,58 43,60 24,00 110,5 99,65 98,72 
1,2) середньоарифметичні значення, n=3; довірчі інтервали: 1) ±0,01 год
-1
, 2) ±0,5; р≤0,05; 
S. thermophilus та L. lactis нарощували, відповідно, впродовж 8 та 12 год за оптимальної 
температури.   
 
Дослідження динаміки росту відібраних штамів у 10 % ВСЗМ засвідчили їх 
високу фізіологічну активність, що обгрунтувало розробку технології тест-культур у 
формі сухої закваски. Згідно з результатами табл. 3.11 встановлено оптимальні 
умови промислового культивування: для S. thermophilus внесення інокуляту 3 об.%, 
нарощування (8±1) год за температури (39±1) °С; для L. lactis – 5 об.%, (12±1) год, 
(30±1) °С. За таких режимів S. thermophilus та L. lactis нагромаджували біомасу (БМ) 
з максимальними показниками параметрів росту: питома швидкість росту, 
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відповідно, µ = (0,60-0,74) год-1 та (0,58-0,60) год-1, збільшення вмісту клітин у 
(79,4÷120,2) та (98,72÷110,5) разів.  
 Технологічний процес виробництва сухої закваски проводили за 
розробленою схемою: підготовка поживного середовища (ПС) для нагромадження 
БМ – 10 % стерильного відновленого сухого знежиреного молока; підготовка 
посівного матеріалу: S. thermophilus – 3 %, L. lactis – 5 % інокуляту до загального 
об’єму ПС; нагромадження БМ впродовж, відповідно, 8,0 та 12,0 год за температури 
39 або 30 °С залежно від інокуляту; охолодження БМ; змішування з захисним 
середовищем (ЗС) та сублімація; подрібнення; фасування та контроль якості готової 
закваски. 
Основну увагу під час опрацювання режимів стабілізації БМ звертали на 
збереження чисельності та активності тест-культур під час технологічного 
навантаження за ліофільного висушування. З серії ЗС обрано прості у приготуванні 
й економічно вигідні середовища: № 1 - сахароза 10 % та натрій лимоннокислий 
тризаміщений 4,5 %; № 2 - сухе знежирене молоко (СЗМ) 5 %, сахароза 8 %, натрій 
лимоннокислий тризаміщений 4,5 %; № 3 - ЗС № 2 з додаванням желатина 2 %. 
Середовища змішували з БМ клітин, вирощених у знежиреному молоці у 
співвідношенні 1:1 та 1:2. Отриману суспензію клітин в асептичних умовах 
розливали в інсулінові флакони об’ємом 2,0 см3 або у стерильні лотки шаром не 
більше (6±1) мм, заморожували в морозильній шафі за температури мінус (40±1) оС 
впродовж (18±2) год. Після цього суспензію висушували в сублімаційній сушарці 
при таких режимах: початок сушіння - за температури мінус (40±1) оС, закінчення - 
за температури (30±1) оС до залишкової вологи 5 % впродовж (22±2) год. Тест-
культуру, висушену у стерильних лотках, подрібнювали в дрібнодисперсний 
порошок.  
ЗС № 2 та 3 характеризувались високою захисною активністю як за 
співвідношення БМ до ЗС 1:1, так і за 1:2, і забезпечуючи виживання клітин на рівні 
(76,17÷99,72) %. Розчинність була кращою у препаратах, виготовлених зі 
співвідношенням БМ : ЗС, як 1:2 (р≤0,05), отже цей варіант визнано кращим (табл. 
3.12). 
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Таблиця 3.12. Збереження тест-культур в процесі сублімаційного сушіння 
 
Варіант 
захисного  
середовища1) 
До 
сушіння2), 
lg КУО/см
3
  
Після 
сушіння2), lg 
КУО/см
3
  
Виживання3), 
% 
Індекс 
розчинності, см
3
 
сирого осаду  
7373 7231 7373 7231 7373 7231 7373 7231 
1 8,53 8,47 8,38 8,36 71,56 75,89 1,8±0,3  2,0±0,3  
2 8,87 8,74 8,85 8,74 97,26 98,93 1,2±0,1  1,1±0,1  
3 8,54 8,23 8,43 8,00 79,23 97,21 1,4±0,1  1,2±0,1  
1/1 8,77 8,34 8,65 8,25 83,93 74,56 0,8±0,1  0,8±0,1 
2/2 8,65 8,00 8,58 7,97 99,16 99,72 0,6±0,1  0,8±0,1  
3/3 8,66 8,07 8,50 8,06 76,17 77,22 0,8±0,1  0,6±0,2  
     1)1-3 співвідношення БМ до ЗС як 1:1; 1/1-3/3 – 1:2;   
     2)середньоарифметичні значення, n=4, довірчі інтервали:2) ±0,5 lg КУО/см
3 ; 
3) 
±
 
1,2 %  
 
В умовах ДДП ІПР вироблено 11 партій сухих препаратів різних тест-культур 
S. thermophilus, L. lactis ssp. Результати досліджень властивостей одержаних 
препаратів підтвердили ефективність визначених технологічних параметрів (табл. 
3.13). Розроблено блок-схеми виробництва тест-культур (Додаток А), на рис. 3.7 
показано фрагмент технологічного циклу на прикладі L. lactis ssp  lactis 7231.  
Таблиця 3.13. Фізико-хімічні та мікробіологічні показники сухих тест-культур 
Показник S.  
thermophilus 
 
(5 шт.) 
L. lactis 
ssp.  
lactis 
(4 шт.) 
L. lactis 
 ssp. 
сremoris 
(1 шт.) 
L. lactis ssp. 
lactis bv 
diacetіlactis 
(1 шт.) 
Зовнішній вигляд Сипучий порошок без сторонніх включень 
Колір Від кремового до світло-коричневого 
Масова частка вологи, % 4,1±0,2 
Розчинність 1 г, см3  0,7±0,1 
Активність згортання  
1г/дм3 молока, год 
5,0±0,5 8,0±0,5 8,0±0,5 8,0±0,5 
Мікроскопічний препарат Диплококи, ланцюжки коків різної довжини 
Кількість МКБ, КУО/г (3,0-4,5)×108 
БГКП, дріжджі, плісень в 1 г Відсутні 
Stаphylococcus aureus, в 1 г Відсутні 
Патогенні мікроорганізми, в 
т.ч. роду Salmonella, в 10 г  
Відсутні 
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Рис. 3.7. Фрагмент блок-схеми виробництва тест-культури L. lactis ssp. lactis 7231 
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Таблиця 3.14. Здатність до зберігання мезофільних тест-культур 
 
Термін 
зберігання 
L. lactis; L. cremoris;L. diacetilactis 
Загальна 
кількість 
бактерій, 
КУО/г 
Дріжджі та 
плісняви, 
КУО/г 
Бактерії 
групи 
кишкових 
паличок 
Активність, 
год 
за температури (4±2) °С 
Свіжовироблені (4,0-4,5)·108 
Відсутні у 1 г Відсутні у 1 г 
8,0 
3 місяці (1,0-1,6)·108 8,5 
6 місяці (8,5-9,2)·107 9,0 
12 місяців (1,0-1,5)·106 12,0 
18 місяців (1,0-3,5)·105 18,0 
за температури мінус (18±2) °С 
3 місяці (2,5-4,5)·108 
Відсутні у 1 г Відсутні у 1 г 
8,0 
6 місяців (2,0-2,2)·108 8,0 
12 місяців (9,2-9,6)·107 8,5 
18 місяців (8,2-9,0)·107 9,0 
 
Таблиця 3.15. Здатність до зберігання термофільних тест-культур 
 
Термін 
зберігання 
Streptococcus thermophilus 
Загальна 
кількість 
бактерій, 
КУО/г 
Дріжджі та 
плісняви, 
КУО/г 
Бактерії 
групи 
кишкових 
паличок 
Активність, 
год 
за температури (4±2) °С 
Свіжовироблені (3,0-4,0)·108 
Відсутні у 1 г Відсутні у 1 г 
5,0 
3 місяці (2,0-2,8)·108 5,5 
6 місяці (1,0-1,5)·108 6,0 
12 місяців (1,0-2,5)·107 8,0 
18 місяців (1,0-2,0)·106 9,0 
за температури мінус (18±2) °С 
3 місяці (2,5-3,4)·108 
Відсутні у 1 г Відсутні у 1 г 
5,0 
6 місяців (2,0-3,0)·108 5,5 
12 місяців (1,5-2,2)·108 6,0 
18 місяців (1,0-2,0)·108 6,0 
 
 
Визначення терміну зберігання. Зразки сухих тест-культур, вироблених із 
застосуванням ЗС № 3 за співвідношення БМ до ЗС як 1:2 зберігали за різних 
температурних режимів та відносній вологості (70-75) %. Через певні проміжки часу 
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проводили відбір зразків для контролю за основними характеристиками препарату – 
чисельністю та активністю. Встановлено, що під час зберігання мікробіота всіх тест-
культур була стабільнішою за температури мінус (18±2) °С. Впродовж 18 місяців 
втрачалось лише (3,5÷5,6) та (8,0÷8,1) % від вихідного вмісту, відповідно, S. 
thermophilus, L. lactis ssp. (табл. 3.14-3.15). Найоптимальнішими визнано наступні 
режими довгострокового зберігання: за температури (4±2) °С – не більше 6 місяців; 
за мінус (18±2) °С – не більше 18 місяців із дати виробництва. Визначені режими 
зберігання тест-культур забезпечували достатню чисельність та активність тест-
культур. Вищевикладені режими виготовлення та зберігання внесено до 
розроблених і затверджених нормативних документів ТІ, ТУ У 15.5-00419880 – 
103:2010 «Тест-культури” (Додаток Б). 
 
3.5. Промислова апробація та впровадження тест-культур 
 
Ефективність селекціонованих індикаторних культур було перевірено у 
промислових умовах на ПП Науково-виробничий фірмі «Лактіум», м. Київ. 
Досліджували зразки молока-сировини, відібрані від 6 підприємств-постачальників 
молока-сировини.  
Для визначення хімічних інгібіторів як тест-культури використовували 2 штами 
S. thermophilus, для визначання фагів - 3 штами L. lactis ssp, 1 штам S. thermophilus, 
підготовані до аналізування відповідно до ТУ У15.5-00419880-103:2010. Результати 
досліджень подано у таблиці 3.16.  
Було встановлено об’єкти – зразки молока, контаміновані інгібуючими 
речовинами різної природи: хімічними інгібіторами та природними – фагами, 
активними щодо 3 підвидів L. lactis та виду S. thermophilus. Найбільшим спектром 
забруднювачів характеризувалась молоко виробника № 1 – зреагували всі 
застосовані тест-культури, як для визначання фагів, так і для визначання хімічних 
інгібіторів. 
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Таблиця 3.16. Моніторинг молока-сировини на наявність інгібіторів МКБ1) 
Тест-
культури 
Зразки молока-сировини різних виробників 
№1 №2 №3 №4 №5 №6 
визначення інгібуючих речовин 
S. 
thermophilus  
+* -** - - - + 
S. 
thermophilus  
+ - - - - + 
визначення бактеріофагів  
L. lactis  + + - - - - 
L. lactis  + - - - - - 
L. lactis  + - - - + + 
S. 
thermophilus 
+ - - - - + 
  1)  + присутні; - відсутні  
 
Аналіз отриманих даних показав, що в даній вибірці зразків молока-сировини 
переважали проби, контаміновані вірусами МКБ – 67 % від загальної кількості. 
Проби молока, що містили залишкову кількість антибіотиків складали одну третину 
від загальної кількості зразків. Звертає увагу на себе той факт, що молоко № 1 та № 
6 містили і бактеріофаги, і хімічні інгібітори. 
Отримані результати були взяті до уваги на підприємстві та дозволили 
відібрати молоко-сировину гарантовано високої якості. Отже, промислова апробація 
та впровадження тест-культур видів L. lactis та S. thermophilus на ПП Науково-
виробничий фірмі «Лактіум» підтвердили ефективність застосування моніторингу 
молочної сировини на наявність інгібуючих речовин хімічної та біологічної природи 
для забезпечення випуску високоякісної безпечної продукції. Тест-культури 
впроваджено на ряді підприємств України. Акти впровадження подано у Додатку Г.  
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Висновки до розділу 3. 
Вперше в Україні створено колекцію тест-культур, що мають чітко 
регламентовані вектори цільового використання: для визначення інгібуючих 
речовин у молоці та молочній сировині; для визначання бактеріофагів МКБ. 
Найактивніші 11 штамів задепоновано у ІМВ НАН. Свідоцтва про первісне 
депонування тест-культур, результати перевірки безпечності штамів подано у 
Додатку А.  
Встановлено природне походження промислових штамів L. lactis ssp., Lb. casei, 
Lb. acidophilus та S. thermophilus з колекції ІПР, оскільки жоден з них не проявляв 
антибіотикорезистентність на рівні штамів з набутою стійкістю, МІК (0,01÷5,00) 
мкг/см3. Запропоновано для аналізування впливу хімічних інгібіторів на ЗМ 
ураховувати показник МІК50 – концентрацію інгібітора, за якої гине 50 % клітин. За 
такого підходу можливо використовувати тест-культури для визначення наявності 
інгібіторів у молочній сировині за їхнього вмісту менше МІК [238]. 
 Розроблено технологію виробництва тест-культур у формі сухої закваски. 
Встановлені режими виготовлення та зберігання внесено як нормативні до 
розроблених та затверджених в установленому порядку ТІ, ТУ У 15.5-00419880 – 
103:2010 «Тест-культури”.  
 Біотехнологія сухих тест-культур видів L. lactis ssp. та S. thermophilus 
розроблена для забезпечення промисловості України активними індикаторними 
культурами. Насьогодні ряд підприємств України у виробничій практиці 
застосовують тест-культури ІПР. Документи, що підтверджують апробацію та 
впровадження отриманих наукових результатів подано у Додатку Г. 
 За матеріалами, викладеними у розділі 3 опубліковано 7 наукових праць [44-45; 
238, 265-266; 270-271], одержано три патента України на винахід [228-230]. 
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РОЗДІЛ 4. ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ ФАГІВ НА ЗАКВАШУВАЛЬНУ 
МІКРОБІОТУ 
 
4.1. Аналіз розповсюдження та виділення фагів МКБ на підприємствах України 
Внаслідок інфікування ЗМ фагами відбувається: елімінація окремих штамів або 
бактеріальної композиції повністю, що призводить до зниження її метаболічної 
активності, зменшення загальної кількості мікрофлори, характерної для певного 
виду ферментованої продукції; погіршення фізико-хімічних та органолептичних 
характеристик готового продукту; зниження біологічної активності мікробіоти 
(зокрема, пробіотичних культур) і, як наслідок - зменшення функціонального 
потенціалу ферментованого продукту [78, 91, 272]. Однак в Україні в останні 
десятиліття проблемі фаголізису ЗМ не приділяли належної уваги як науковці, так і 
виробники. Відсутні колекції фагів і чутливих до них тест-культур, роботи з 
виявлення та профілактики фаголізису на виробництві практично не проводились. 
Це обумовило актуальність та важливість досліджень особливостей циркуляції фагів 
на заводах, їх впливу на ЗМ, технологічний процес одержання ферментованих 
молочних продуктів. 
Упродовж 2007-2018 рр. проведено фаговий моніторинг наступних об’єктів: 
молока (сирого та пастеризованого), сметани, йогурту, біо-йогурту, простокваші, 
кефіру, біо-кефіру, ряжанки, сирів (кисломолочних і твердих), сироватки, повітря 
виробничих приміщень, змивів з обладнання, бактеріальних препаратів різних 
виробників України. У таблиці 4.1 подано зведено дані щодо обсягів проведеного 
моніторингу. Загалом за 12 років проаналізовано 1022 зразки з різних областей 
України.  
Для оцінювання фагового стану молокопереробної галузі в цілому було 
розраховано показник частоти виявлення фагів (ЧФ) за формулою (2.9).  
Опрацювання результатів проведеного фагового моніторингу показало, що 
циркуляція фагів упродовж всього терміну аналізування зазнавала значних змін. 
Умовно можна виділити 2 періоди, які кардинально відрізнялись за частотою 
контамінації фагами МКБ (рис. 4.1). 
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Таблиця 4.1. Фаговий моніторинг: обсяги вибірки 
Термін 
дослідження 
Кількість 
областей, шт. 
Кількість 
заводів, шт. 
Кількість 
зразків, шт. 
Кількість 
фагів, шт. 
01-12.2007 12 21 61 15 
01-12.2008 6 12 53 10 
01-12.2009 9 13 49 12 
01-12.2010 11 15 55 11 
01-12.2011 10 12 71 12 
01-12.2012 14 14 64 14 
01-12.2013 12 12 46 12 
01-12.2014 10 10 156 10 
01-12.2015 15 16 112 9 
01-12.2016 12 18 114 7 
01-12.2017 14 14 125 6 
01-12.2018 15 15 116 5 
 
 
 
 
 
Рис. 4.1. Статистика результатів фагового моніторингу 
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Перший період з 2007 по 2014 рр. характеризувався доволі високими 
щорічними показниками фагового забруднення виробництва ферментованих 
молочних продуктів і сирів. Показник ЧФ коливався від 72 до 79 % залежно від року 
дослідження. Причому в 2014 році було проаналізовано у 2,2-3,4 рази більше зразків 
ніж у попередні роки впродовж 2007-2013 рр. (див. табл. 4.1). Однак, збільшення 
обсягів моніторингу показало аналогічні результати для цього періоду – високу 
фагову контамінацію. Натомість у наступні чотири роки з 2015 по 2018 рр. 
зафіксовано зниження кількості фаговмісних зразків у 2,0-2,7 рази на фоні 
збільшеного кола об’єктів моніторингу. Було встановлено зміну розподілу 
підприємств за ступенем фагової контамінації у різні періоди (табл. 4.2).  
Таблиця 4.2. Фаговий стан молокопереробних підприємств 
 
Титр фагів (ФТ), 
БУО/см3 
Частота контамінації 1),% Вади виробництва 
1 період: 
2007-2014рр. 
2 період: 
2015-2018рр. 
1≤ФТ≤102 11 39 Відсутні 
 
102<ФТ≤104 
 
80 57 Незначні відхилення в межах 
регламенту технології 
104<ФТ≤106  
 
6 3 Сповільнення ферментації, 
збільшення часу вироблення 
106<ФТ≤108 і 
більше 
 
3 1 Припинення ферментації, 
зупинка виробництва 
   1) середньоарифметичні значення, довірча межа для р<0,05 складає 0,1 % 
Якщо впродовж 2007-2014 рр. у зразках 3 % підприємств визначали фаги з 
титром (ФТ) 106 та більше БУО/см3, то в наступному періоді 2015-2018 рр. 
підприємства з таким високим рівнем забруднення були практично відсутні. Крім 
того, кількість підприємств з мінімальним фаговим забрудненням (1-102) БУО/см3 в 
останні роки зросла майже у 4 рази. Більшість обстежених підприємств 80 і 58 % 
від загальної кількості для 1-го та 2-го періодів аналізування, відповідно, виробляли 
продукцію з середнім ФТ - від 102 до 104 БУО/см3. Водночас дослідження показали, 
що на підприємствах молочної промисловості значно розширився спектр фагів, які 
інактивували МКБ різних таксономічних груп. Упродовж 2007-2014 рр. основна 
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частка виявлених фагів характеризувалась видоспецифічністю щодо L. lactis ssp. – 
78,1 % від загальної кількості (n=411). На другому місці за частотою поширення 
були фаги S. thermophilus – 18,8 %, суміш фагів мезофільної та термофільної ЗМ 
виявлено лише у 3,0 % зразків. З 2015 по 2018 рр. зафіксовано збільшення 
біорізноманіття фагів, а саме: розширення видового спектру, появу фагів Lb. 
acidophilus у 3,1 % зразків, En. faecium – у 2,4 % (n=160); збільшення частоти 
контамінації фагами S. thermophilus у 1,6 разів порівняно з попереднім періодом. 
Кількість зразків, у яких визначено фаговий «коктейль» зросла у 4,3 рази (рис. 4.2). 
 
Рис. 4.2. Динаміка біорізноманіття фагів МКБ упродовж 2007-2018 рр. 
 
 Таким чином, проведені дослідження виявили достатньо складну фагову 
ситуацію, яка склалась на даний час на вітчизняних підприємствах 
молокопереробної галузі. Подібну картину спостерігали і на підприємствах Росії та 
Білорусі — рівень ураження бактеріофагами високого титру та широкого спектру 
дії складав, відповідно, 70 та 85 % [146, 273]. Такий фаговий стан обумовлений 
сукупністю однакових виробничих проблем: низькою якістю вихідної сировини (в 
тому числі й фаговим забрудненням молока), недотриманням режимів пастеризації 
молочної сировини та стерилізації допоміжних матеріалів (посуду, матеріалів і 
засобів, що використовуються при готуванні виробничих заквасок і продуктів), 
незадовільним санітарно-гігієнічним рівнем виробництва, часто морально 
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застарілим обладнанням і застосуванням заквашувальних культур без урахування 
відношення до бактеріофагів, які циркулюють на тому чи іншому підприємстві 
[274]. За оцінками науковців більшість всіх процесів ферментації під час 
виробництва молочної продукції здійснюється L. lactis ssp. [72] та S. thermophilus 
[275]. Фаги цих МКБ є найбільш поширеними на підприємствах не тільки України, 
а й світу [265, 276-277].   
4.1.1. Вплив фагового забруднення на технологічний процес та якість 
кисломолочних продуктів. Об'єктами досліджень були зразки сирого молока та 
готової продукції (пастеризованого молока, сироватки, кефіру, ряжанки, сметани, 
йогурту, сиру кисломолочного), виробленої на підприємствах м. Києва, Київської, 
Сумської, Чернігівської, Полтавської, Миколаївської, Дніпропетровської та 
Волинської областей (з етичних причин конкретні назви обстежених підприємств не 
наведено). Визначено контамінацію фагами у 75 % зразків у тому чи іншому ступені 
[278]. Аналіз мікрофлори пастеризованого і сирого молока, сироватки показав, що 
за кількістю мезофільних аеробних і факультативно анаеробних мікроорганізмів 
(МАФАнМ) зразки продуктів відповідали регламенту відповідного ДСТУ, тоді як 
значення показника бактерій групи кишкових паличок (БГКП) перевищувало 
допустимий рівень у 10-100 разів. Звертає на себе увагу значний вміст у сирому 
молоці та пастеризованій сироватці дріжджів, плісені та МКБ, хоча за відповідними 
нормативними документами (НД) ці групи мікроорганізмів не нормуються (табл. 
4.3) [278]. Зразки кефірів, забруднених фагами (ФТ до 104 БУО/см3) за мікрофлорою 
не відповідали вимогам НД на цей продукт. Ні один із обстежених кефірів не містив 
необхідної кількості дріжджів згідно з ДСТУ 4417:2005. Окрім того, кефіри 
виробництва молокозаводів А і С були істотно забруднені плісенню – (2,0х105) і 
(5,0х104) КУО/см3, відповідно (табл. 4.4) [278]. 
У таблиці 4.5 подано дані щодо мікробного профілю зразків ряжанки, йогурту, 
сметани та сиру кисломолочного з ФТ не більше 104 БУО/см3. Так, ряжанка, 
вироблена за ДСТУ 2212:2003 на молокозаводі А характеризувалась високим 
ступенем забруднення дріжджами та плісенню, йогурт молокозаводу Д не 
відповідав ДСТУ 4343:2004 за високим вмістом БГКП, дріжджів та плісені [278]. 
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Таблиця 4.3. Мікрофлора зразків молока та сироватки, які містили фаги 
Продукт, 
 виробник 
 
Титр 
фага, 
БУО/см3 
Чисельність мікроорганізмів1), КУО/см3 (г) 
продукту 
БГКП2) 
см3/г 
МАФАнМ Дріжджі Плісені МКБ 
Молоко пастеризоване 
Норма за  
ДСТУ 2661-94 
(у спожитковій тарі) 
НР3) не 
дозволен
о в 0,1  
не більше 
1,0х105 
НР НР НР 
м. Київ, завод А 104 0,001 3,2х104 0 0 2,8х104 
Київська обл., завод В  102 0,01 2,9х104 0 0 5,3х104 
Сире молоко 
Норма (вищий сорт) 
за ДСТУ 3662-18 
НР НР не більше 
3,0х105 
НР НР НР 
Київська обл., завод В  104 0,000001 2,4х105 0 1,0х101 2,4х107 
м. Київ, завод Г 103 0,00001 1,0х105 4,0х105 0 1,0х107 
Сироватка пастеризована 
Київська обл., завод С 102   0,001 5,0х103 3,0х103 2,0х101 5,8х105 
м. Чернігов, завод Д 102 0,001 5,0х103 3,0х103 2,0х101 5,8х105 
         1) середньоарифметичні значення, р<0,05, довірчий інтервал ±10 КУО/ см3; 
         2) кількість продукту у см3, в якій присутні БГКП; 3) не регламентується НД 
 
Таблиця 4.4. Мікрофлора зразків кефіру, які містили фаги 
Продукт, 
виробник 
Титр 
фага,  
БУО/см3 
Чисельність мікроорганізмів1), КУО/см3 (г) 
продукту 
БГКП2) МАФАнМ Дріжджі Плісені МКБ 
Кефір 
Норма за 
ДСТУ4417:200
5 
НР3) не 
дозволен
о в 0,1 
НР не 
менше 
1,0х103 
не 
більше 
5,0х101 
не менше 
1,0х107 
м. Київ, 
 завод А 
104 відсутні в 
0,1 г  
1,0х102 2,0х102 2,0х105 1,0х107 
м. Київ,  
завод Е 
102 відсутні в 
0,1 г 
-4) 0 2,0х101 4,4х108 
Київська обл., 
завод С  
104 відсутні в 
1 г 
1,0х103 5,0х101 5,0х104 8,0х107 
   1), 2) , 3)  відповідно до табл. 4.3; 4)  не має даних 
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Найбільше забруднення санітарно-показовою мікрофлорою (БГКП та 
дріжджами) спостерігали у сметані молокозаводу В - у 100 разів більше норми за 
ДСТУ 4418:2005 [278].  
Ні один із обстежених зразків сиру кисломолочного з терміном зберігання 
більше 72 год не відповідав нормативу ДСТУ 4554:2006 за вмістом БГКП, кількістю 
дріжджів та плісені. Загальна кількість МКБ у зразках сирів кисломолочних була 
меншою у 10-100 разів за регламентний вміст згідно НД (див. табл. 4.5) [278]. 
Отже, досліджено вплив фагів з титром не більше 104 БУО/см3 на 
мікробіологічні показники готової продукції. Встановлено, що за такого рівня 
забруднення фагами погіршується «мікробіологічна чистота» деяких продуктів – 
підвищується вміст бактерій групи кишкових паличок, спороутворювальних 
мікроорганізмів, дріжджів та плісені [278].  
Частина продуктів з ФТ від 10 до 104 БУО/см3 не відповідали нормам чинних 
НД на ці продукти щодо мікробіологічних та санітарно-гігієнічних показників. Було 
встановлено, що вплив фагів із вищим титром - від 105 до 108 БУО/см3 мав більш 
загрозливіші наслідки, зокрема, на технологічний процес виробництва 
кисломолочних продуктів [278].  
У разі зростання ФТ до (105–107) БУО/см3 спостерігали гальмування 
молочнокислої ферментації, а готові продукти характеризувались невисокими 
смаковими характеристиками (табл. 4.6). Збільшення ФТ до (108–109) БУО/см3 
супроводжувалось припиненням ферментації та зупиненням технологічного процесу 
виробництва того чи іншого кисломолочного продукту [274, 278]. 
Результати мікробіологічних досліджень показали, що у зразках з ФТ (105–109) 
БУО/см3 на фоні зменшення ЗМ спостерігали значний приріст сторонньої 
мікрофлори. Чисельність санітарно-показової мікрофлори (БГКП, дріжджів та 
плісені) перевищувала допустимі норми згідно з НД на ці продукти (табл. 4.7) [274, 
278-279]. 
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Таблиця 4.5. Мікрофлора зразків ряжанки, йогурту, сметани та сиру 
кисломолочного, які містили фаги 
Продукт,  
виробник 
 
Титр 
фага, 
 БУО/см3 
Чисельність мікроорганізмів1), КУО/см3 (г) продукту 
БГКП2) МАФАнМ Дріжджі Плісені МКБ 
Ряжанка 
Норма ДСТУ 
2212:2003 
НР3) не 
дозволено 
в 1,0 
НР не більше 
5,0х101 
не 
більше 
5,0х101 
не 
менше 
2,0х107 
м. Київ,  
завод А 
101 0,1 -4) 1,0х103 9,0х103 4,1х108 
Київська обл.,  
завод Ж 
104 0,0001 1,3х104 2,0х101 3,0х102 2,0х108 
Йогурт 
Норма за  
ДСТУ 
4343:2004 
НР не 
дозволено 
 в 0,1 
НР не більше 
5,0х101 
не 
більше 
5,0х101 
не 
менше 
1,0х107 
м. Чернігов,  
завод Є 
101 0,001 -- 3,0х102 6,0х103 4,1х107 
Волинська 
обл. , завод З 
104 0,001 -- 1,0х103 2,0х104 8,0х106 
Сметана 
Норма за  
ДСТУ 
4418:2005 
НР не 
дозволено 
в 0,001 
НР не більше 1,0х102 не 
менше 
1,0х107 
м. Чернігов,  
завод Д 
101 0,0001 - 0 2,0х103 2,8х107 
Київська обл., 
 завод В 
103 0,00001 4,0х102 1,0х103 2,0х101 4,0х107 
Сир кисломолочний 
Норма за  
ДСТУ 
4554:2006 
 
НР 
не 
дозволено 
в 0,01 
НР не 
більше 
5,0х101 
не 
більше 
1,0х102 
не 
менше 
1,0х 
106 
м. Київ,  
завод Е 
102 0,001 2,3х103 4,0х102 1,0х103 2,1х105 
Київська обл.,  
завод С  
104 0,001 5,0х103 3,0х103 2,0х103 4,8х104 
  1), 2) , 3) , 4)  відповідно до табл. 4.3 та 4.4 
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Таблиця 4.6. Вплив фагів високого титру на технологічний 
процес виробництва кисломолочних продуктів 
 
№ 
зразка 
Джерело 
 виділення 
Титр 
фага 
Вади  
виробництва 
1 м. Київ, завод К,  
ряжанка   
106 сповільнення ферментації,  
збільшення часу вироблення 
2 м. Київ, завод К,  
сметана 
105 сповільнення ферментації,  
збільшення часу вироблення 
3 Дніпропетровська обл.,  
завод Л, сир кисломолочний 
107 сповільнення ферментації,  
збільшення часу вироблення 
4 м. Київ, завод М,  
сир кисломолочний 
107 сповільнення ферментації,  
збільшення часу вироблення 
5 м. Київ, завод Н, 
сир кисломолочний 
109 припинення ферментації, 
зупинення виробництва 
6 Київська обл., завод О,  
кефір 
108 припинення ферментації, 
зупинення виробництва 
7 м. Миколаїв, завод П,  
кефір 
105 сповільнення ферментації, 
 збільшення часу вироблення 
8 Київська обл., завод Р,  
ряжанка 
109 припинення ферментації, 
зупинення виробництва 
9 Полтавська обл., завод C, 
ряжанка 
109 припинення ферментації, 
зупинення виробництва 
10 Сумська обл., завод Т,  
кефір 
106 сповільнення ферментації,  
збільшення часу вироблення 
11 Сумська обл., завод  Т, 
ряжанка 
106 сповільнення ферментації,  
збільшення часу вироблення 
12 Сумська обл., завод У,  
ряжанка 
105 сповільнення ферментації,  
збільшення часу вироблення 
 
Узагальнення результатів показало, що 25 % від досліджених продуктів 
(різного типу) були високої якості за мікробіологічними, санітарно-гігієнічними та 
органолептичними показниками та не містили фагів МКБ. Натомість 57 % продуктів 
не відповідали нормам чинних НД щодо мікробіологічних, санітарно-гігієнічних 
показників і були контаміновані фагами у тому чи іншому титрі [278]. 
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Таблиця 4.7. Результати мікробіологічних досліджень зразків, 
що містили фаги у високому титрі 
Продукт,  
виробник 
 
Титр 
фага, 
БУО/см3 
Чисельність мікроорганізмів1), КУО/см3 (г) продукту 
БГКП2) МАФАнМ Дріжджі Плісені МКБ 
Ряжанка 
Норма  
ДСТУ 2212:2003 
НР3) не 
дозволен
о в 1,0 
НР не 
більше 
5,0х101 
Не 
 більше 
5,0х101 
не  
менше 
1,0х 107 
м. Київ,  
завод К 
106 0,0001 1,2х105 2,0х101 3,0х103 1,2х106 
Сумська обл.,  
завод У 
105 0,000001 2,5х105 2,0х101 5,0х103 6,1х106 
Кефір 
Норма за  
ДСТУ 4417:2005 
НР не 
дозволен
о в 0,1 
НР не 
менше 
1,0х103 
не  
більше 
5,0х101 
не  
менше 
1,0х107 
Сумська обл.,  
завод Т  
106 0,0001 2,1х104 6,0х102 3,0х104 3,5х106 
м. Миколаїв, 
 завод П 
105 0,1 2,0х102 3,0х101 5,0х102 1,2х106 
Сир кисломолочний 
Норма за  
ДСТУ 4554:2006  
(термін збер.  
більше 72 год) 
НР 0,01 НР не 
більше 
1,0х102 
не  
більше 
5,0х101 
НР 
м.Київ,  
завод М 
107 0,001 4,7х102 5,0х102 2,0х101 2,2х106 
Дніпропетровська 
обл., завод Л 
107 0,0001 г 1,0х102 1,0х103 7,0х104 1,0х105 
  1), 2) , 3) відповідно до табл. 4.3 
 
Встановлено вплив бактеріофагів на технологічний процес виробництва 
продуктів залежно від рівня контамінації:  
 I рівень за 1≤ФТ≤102 БУО/см3 - безпечний; 
 II рівень за 102<ФТ≤104 БУО/см3 - ймовірна небезпека; 
 III рівень за 104 <ФТ≤106 БУО/см3 - небезпечний;  
 IV рівень за 106<ФТ≤108 БУО/см3 і більше - особливо небезпечний. 
 За умов низького та середнього ФТ, відповідно, I та II рівень контамінації на 
виробництві отримували молочні продукти, що відповідали вимогам НД. У разі 
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зростання ФТ до 106 БУО/см3 (III рівень) відмічали сповільнення молочнокислої 
ферментації, що негативно позначалось на якості та епідеміологічній безпеці 
продуктів – на фоні зменшення ЗМ встановлено приріст сторонніх мікроорганізмів, 
зокрема, БГКП, дріжджів, плісені, спороутворювальних бактерій. Ситуація 
суцільного фаголізису (IV рівень) призводила до втрати продукту [274, 278-279].  
4.1.2. Виділення промислових фагів МКБ різних таксонів. Проведення 
фагового моніторингу супроводжувалось виділенням, очищенням і вивченням умов 
репродукції фагів, які циркулюють на виробництві. Загалом з об’єктів фагового 
моніторингу виділено 382 ізоляти фагів МКБ різних таксонів. 
Морфологія негативних колоній може бути використана, як таксономічна 
ознака для первинної класифікації фагів [100]. Досліджували розмір, форму, 
характер краю, прозорість або мутність НК чистих ліній фагів. Встановлено 
відносно невелику морфологічну різноманітність виділених фагів МКБ, за 
морфологією НК їх розподілили у 5 груп. На газонах чутливих культур фаги 
утворювали округлі за формою, прозорі або мутні колонії різного діаметру, інколи з 
ореолом (табл. 4.8) [280].  
Таблиця 4.8. Групи бактеріофагів за морфологією негативних колоній 
№ 
групи 
Морфологія негативних колоній  Кількість 
фагів, % від 
загалу 
діаметр, мм характер краю наявність ореолу 
I 0,5-1,5 рівний край без ореолу 30 
II 1,6-3,5 рівний край без ореолу 52 
III 2,0-4,0 розмитий край ореол невеликий 10 
IV 2,5-6,5 рівний край ореол великий 5 
V 3,0-7,0 рівний край ореол невеликий 3 
 
На рис. 4.3 показано морфологічні типи НК досліджуваних фагів. Ізоляти фагів 
L. lactis ssp. утворювали НК II - V типу; НК фагів S. thermophilus були маленькими 
округлими стерильними зонами невеликого діаметру (I тип). Це узгоджується з 
даними літератури. Як правило бляшки S. thermophilus є меншими у діаметрі ніж у 
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фагів лактококів [281]. Експерименти по титруванню фагів показали, що розмір, 
характер краю, ступінь прозорості НК залежать від властивостей гомологічних 
штамів. 
I II III 
 
 
 
IV V  
  
 
Рис. 4.3. Морфологія негативних колоній бактеріофагів: 
метод «подвійного» агару 
 Морфологія НК фагів не змінювалась лише при використанні одних і тих же 
бактерій-господарів і проведенні експериментів у абсолютно однакових умовах, 
оскільки навіть незначна зміна якості середовища впливала на розмір і форму 
бляшок [111, 265].  
 Культуральні властивості. Відомо, що оптимальні умови розвитку культури 
(рН, температура, склад середовища і т. інш.) є найліпшими і для репродукції 
відповідних гомологічних фагів [282]. Було встановлено умови розвитку різних 
видів бактеріофагів, активних щодо мезофільної мікрофлори L. lactis ssp. і 
термофільної - S. thermophilus, En. faecium. Фагочутливу культуру різного віку (8, 
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18, 24 год) інфікували гомологічним фагом та культивували за (30±1) ºС або (40±1) 
ºС (оптимальної температури для досліджуваної культури) впродовж 8 год. 
Результати досліджень наведено у таблиці 4.9 [280]. 
 
Таблиця 4.9. Вплив умов культивування на репродукцію фагів 
Співвідношення 
культури до фага  
Середній титр фага (x106 БУО/см3)  
8 год культура 16 год культура  24 год культура  
L. lactis ssp. lactis B -7231 : 9/1 
1 : 1 1500±50 130±20 50±5 
1 : 10 1700±50 780±20 340±30 
L. lactis ssp. cremoris B -7235 : 14 
1 : 1 1000±50 90±10 20±5 
1 : 10 1200±50 560±20 120±30 
L. lactis ssp. lactis bv. diacetilactis B -7374 : 4dl 
1 : 1 1100±50 100±10 40±5 
1 : 10 1300±50 780±20 250±30 
S. thermophilus B-7373  : 3/К 
1 : 1 850±50 80±10 10±5 
1 : 10 950±50 160±20 90±10 
En. faecium 36-8 : S 2 
1 : 1 840±50 90±10 20±5 
1 : 10 960±50 180±20 100±10 
 
Дослідження показали, по-перше: бактеріофаги добре розмножувались на 
відібраних тест-культурах (ФТ від 107 до 109 БУО/см3); по-друге: вік культури 
істотно впливав на ростові характеристики фагів. Оптимальнішим з точки зору 
накопичення активного фагу є вік культури - 8 год, порівняно з 16 год культурою в 
меншому ступені і з 24 год в більшому ступені [280]. Отримані данні узгоджуються 
з літературними щодо більшої фагочутливості культури в логарифмічній фазі росту 
[283].  
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Певне значення для репродукції фагів має множинність інфекції або 
співвідношення кількості бактерій до фагів. Для різних культур і фагів цей показник 
може варіювати [284]. За нашими результатами (табл. 4.11) найліпшим 
співвідношенням було 1:10, причому в активній фазі росту культури 
співвідношення між кількістю бактерій та фага є менш важливим ніж для культур у 
стаціонарній фазі росту. Для цих культур (16 і 24 год) різниця в титрі фагів при 
співвідношенні 1:10 і 1:1 складала один порядок [280]. 
 На репродукцію виділених фагів впливали, як властивості штаму ( 
фізіологічний стан та вік бактеріальної культури), так і склад поживного середовища 
для визначання бактеріофагів. Так, додавання CaCl2 у середовище впливало на 
активність росту деяких фагів. Причому для нагромадження в максимальному титрі 
фаги потребували різної концентрації цього компоненту в середовищі [265].  
 За цією характеристикою фаги утворювали 3 групи (рис. 4.4). Фаги I групи 
достовірно збільшували свою чисельність у середовищі з 10 мМ CaCl2, коефіцієнт 
кореляції r = 0,85 (n = 10, p < 0,05). Ця група охоплювала 67 % ізолятів фагів. 
Нагромадження фагів II групи було менш залежним від хлориду кальцію, однак все 
одно фіксували кращий рівень репродукції з 5 мМ CaCl2 у середовищі. Фаги III 
групи не потребували для свого росту CaCl2, однак характеризувались найбільшою 
урожайністю – приріст фагів за однакових умов був на (92-93) % більшим порівняно 
з фагами інших груп [265].  
 Отримані дані узгоджуються з літературними. Так, V.Suarez встановив, що іони 
Са+2 (10 мМ) були необхідними для фаголізису певних культур L. lactis [285].  
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Рис. 4.4. Вплив CaCl2 на репродукцію фагів: 
1 – I група фагів – 10 мМ CaCl2 ; 2 - II група фагів – 5 мМ CaCl2 ; 
3 - III група фагів – без CaCl2 
1 
2 
3 
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 Дослідження здатності фагів до тривалого зберігання. З 2007 р. розпочато 
створення колекції бактеріофагів, яку постійно поповнювали новими промисловими 
ізолятами фагів МКБ. Тому з науково-практичної точки зору необхідно було 
вивчити можливість та умови для довгострокового зберігання фаголізатів. 
Досліджено здатність до зберігання типових представників різних видів 
бактеріофагів у вигляді лізатів у ГБ чи МРС з додаванням 1 % хлороформу за 
температури (4-6) °С у скляних пробірках з герметичними кришками. Встановлено, 
що титр фагів під час зберігання впродовж 15 місяців знизився на (16,1÷26,4) % 
(рис. 4.5). 
 
Рис. 4.5. Зміна кількості фагів упродовж зберігання 
  
 Після 2-3 пасажів фагів на індикаторних культурах їхня літична активність 
відновлювалась до вихідного значення (108-109 БУО/см3). Таким чином, встановлено 
високу здатність до зберігання фагів у вигляді лізатів у ГБ чи МРС за температури 
(4-6) °С та їх швидку реактивацію за оптимальних умов репродукції фагів.  
 Цей метод простий, не потребує додаткових витрат на придбання спеціального 
устаткування, оскільки використовується звичайна холодильна камера та традиційне 
поживне середовище для культивування МКБ. 
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4.2. Створення колекції фагів МКБ - бази для біотехнологічних розробок 
 
Надійна ідентифікація, вивчення біологічних властивостей фагів дуже важливі 
для відстежування їх розповсюдження на виробництві, запровадження 
оптимізованих методів детекції, розробки ротаційних та селекційних фагозахисних 
стратегій. Подібні роботи необхідні для з’ясування механізмів, які використовує 
бактеріофаг на молекулярному рівні для ураження клітин МКБ та уникнення їх 
захисної дії [98, 286]. Ці питання є особливо нагальними та актуальними в Україні, 
оскільки подібні дослідження не проводились, незважаючи на високий ступінь 
фагового ураження біотехнологічних процесів переробки тваринницької сировини, 
зокрема молочної. Отримані результати складуть підгрунття для створення 
заквашувальних культур, стійких до фагової інфекції. 
4.2.1. Ідентифікаційний аналіз фагів. Для детального дослідження відібрано 
21 ізолят фагів, які характеризувались здатністю до ефективної репродукції на 
підібраних гомологічних культурах МКБ та нагромаджували від 8,7×108 - 2,8×1010 
БУО/см3 (табл. 4.10).  
Морфологічна будова фагів. У відповідності до вимог Міжнародного комітету 
з таксономії вірусів [101] для ідентифікації фагів проводили морфологічний та 
морфометричний аналіз вірусних часток за допомогою методу трансмісійної 
електронної мікроскопії. Експериментальні данні порівнювали з морфологічними 
ознаками фагів МКБ згідно з [74, 89, 101, 108, 134] для визначення їхнього 
таксономічного положення. Встановлено особливості популяції фагів, виділених у 
промислових умовах. Фаги мали довгі нескоротливі хвостові відростки, тому їх було 
віднесено до порядку Caudovirales, родини Siphoviridae. Фаги розрізнялись за 
формою головок: з ікосаендричними головками морфотипу (МТ) В1 і з 
видовженими (пролатними) головками МТ В2. Хвостові відростки фагів 
закінчувались базальною пластинкою. В місці приєднання капсиду до хвостового 
відростку спостерігали наявність комірця для певних фагів. 
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Таблиця 4.10. Основні властивості відібраних бактеріофагів 
 
Фаг Тест-культура Титр1), 
БУО/см3 
Морфологія 
негативних колоній 
Діаметр 
зон, 
у мм 
9/1 L. lactis ssp. lactis Л3  2,0x109 рівний край, без ореолу  1,0-2,0 
14  L. lactis ssp.cremoris C3 9,0x109 рівний край, без ореолу  1,0-3,0 
4dl L. lactis ssp. lactis 
biovar diacetilactis 4dl 
1,8x1010 рівний край, без ореолу  2,5-4,0 
11 L. lactis ssp. cremoris 
C3 
1,9x1010 однорідні стерильні зони 1,8-3,5 
O15 L. lactis ssp. lactis Л1 2,5x10
9 рівний край, без ореолу  1,5-2,8 
8/2  L. lactis ssp. cremoris 
C3 
2,8x1010 рівний край, без ореолу 2,0-2,5 
O14 L. lactis ssp. lactis 63 7,2x10
9 всередині стерильні, по 
краям мутні  
1,0-2,0 
8L  L. lactis ssp. lactis 63 3,7x109 всередині стерильні, по 
краям мутні, маленькі  
1,0-2,5 
8D L. lactis ssp. lactis 63 1,0x109 стерильні, маленькі  1,0-1,5 
Pr 3-
8 
L. lactis ssp. lactis 63 1,1 x1010 рівний край, без ореолу 1,5-3,0 
F/2 L. lactis ssp. lactis Л2  2,4x1010 рівний край, ореол 
великий 
3,0-7,0 
y/4 L. lactis ssp. lactis Л1 4,0x109 всередині стерильні, по 
краям мутні, маленькі  
1,0-2,5 
y/3 L. lactis ssp. lactis Л3 1,1 x1010 всередині стерильні, по 
краям ореол 
2,5-3,0 
c/1 L. lactis ssp. lactis Л1 3,1x10
9 всередині стерильні, по 
краям мутні  
1,0-2,5 
3/К S. thermophilus 66/12 1,5x109 всередині стерильні, по 
краям мутні  
1,5-2,0 
S61 S. thermophilus 66/12 2,2x10
10 однорідні стерильні зони 1,5-2,0 
S1 S. thermophilus 66/12 2,5x10
9 розмитий край, без 
ореолу 
1,5-2,0 
O20 S. thermophilus 66/12 2,7x10
10 однорідні стерильні зони 1,8-2,0 
Ndan S. thermophilus 27/1 8,9x108 стерильні, маленькі, 
розмитий край  
1,0-1,5 
368 S. thermophilus 66/12 1,5x10
9 стерильні, маленькі  1,0-1,5 
S27-1 S. thermophilus 27/1 8,7x10
8 стерильні, маленькі, 
розмитий край  
1,0-1,5 
     1), 2 ) середньоарифметичні значення, n=5, p≤0,05 
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Аналіз морфологічних і морфометричних властивостей вірусних часток 
дозволив розділити їх на 5 груп (табл. 4.11). У нашій колекції переважали фаги L. 
lactis ssp. МТ В1, фаги L. lactis ssp. з пролатними головками МТ В2 складали лише 
19 %.  
Таблиця 4.11. Розподіл фагів за морфотипами 
№ 
групи 
Морфотип Форма  
головки 
Діаметр  
головки1), 
 нм 
Довжина 
 хвоста2), 
нм 
Кількість 
фагів, 
% 
1 В1 ікосаедричний 
капсид 
39-51 
 
110-142 14,3 
2 В1 ікосаедричний 
капсид 
40-55 
 
163-207 33,3 
3 В1 ікосаедричний 
капсид 
43-54 
 
205-291 23,8 
4 В1 ікосаедричний 
капсид 
44-46 
 
133-137 9,6 
5 В2 видовжений 
пролатний 
капсид 
31-40х 
42-51 
 
79-102 19,0 
     1), 2) min-max середньоарифметичних значень, n=10, p≤0,05 
 
Загалом фаги МТ В1 утворювали 4 групи залежно від розмірів хвостового 
відростку. Серед них були також видоспецифічні фаги S. thermophilus (табл. 4.11, 
група 3 та 4). Приклади електронограм вірусів - представників з кожної групи 
подано на рис. 4.6.  
Частина фагів S. thermoрhilus характеризувалась нетиповими розмірами 
хвостових відростків, довжина їх хвостів була значно меншою (133-137) нм. Ці фаги 
ми виділили у групу 4 (табл. 4.11, рис. 4.6).  
Про такий феномен було повідомлено також науковцями з Германії. 
Електронно-мікроскопічний аналіз 59 фагів S. thermoрhilus з колекції Chr. Hansen 
A/S виявив два фаги з хвостами довжиною 126 та 145 нм, що більш притаманне 
фагам L. lactis ssp. [287]. За кордоном згідно з літературними даними переважно 
згадували фаги МТ В1, хоча часто зустрічаються описи фагів МТ В2.  
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Рис. 4.6. Електронограма бактеріофагів МКБ: трансмісійна електронна, 
мікроскопія,збільшення 50-100 нм 
Lactococcus lactis ssp.: 1- група I (Pr 3-8, МТ В1); 2 - група II (МТ В1); 3 - група V 
(y/4, МТ В2); Streptococcus thermophilus:4 - група IIIO20, МТ В1); 5 - група III (3/К, 
МТ В1); 6 - група IVS27-1, МТ В1) 
 
 Так, Parada [97] досліджуючи стрептококові фаги визначив, що вони є ДНК-
вмісними, мають пролатні головки (36-69) нм та (102-110) нм хвіст, відніс їх до 
групи В за Bradley [288] та групи В2 – за Ackermann [74]. У Білорусії також 
визначили поширення фагів МТ В2 с2 виду - 63,6 % від досліджених вірусів [71]. У 
Германії с2 вид фагів також був домінантним [289]. У Росії більшість з досліджених 
фагів віднесено до МТ В2 - 81,0 % [199], 83,2 % [290]. Це маленькі фаги з діаметром 
головки – (31-41) х (53-63) нм та довжиною хвоста (78-100) нм. Поширення фагів 
МТ В1 в Україні співпадає з даними досліджень багатьох зарубіжних науковців. 
Так, за даними Szczepańska [70] у Польші частіше визначали фаги 936 виду (МТ В1) 
– у 69 % випадків. Подібні результати отримано і науковцями з Європейських країн, 
Нової Зеландії, США, Канади - літичний тип фагів виду 936 (МТ В1) преваліював 
над с2 видом фагів (МТ В2) [14, 134, 200, 276, 291-293]. Bчені зробили висновок, що 
поширення різних видів фагів обумовлено насамперед компонентним складом 
культур, які переважно використовуються у тій чи іншій країні [294]. За даними 
1 2 3 
6 5 4 
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науковців [105, 200, 295-296] с2 вид фагів має ширший спектр літичної активності 
порівняно з 936 видом. Але це не завжди так: певні культури чутливі як до с2 виду, 
так і до 936 виду фагів. Це свідчить про високу адаптаційну здатність фагів до 
інфікування різних видів МКБ [293].   
 Генотипування фагів методом ПЛР. Дослідження молекулярної біології фагів 
МКБ, їхньої тонкої морфологічної будови дозволяють визначити таксономічне 
положення фагів [121; 285]. Такі роботи в Україні не проводились взагалі.  
 Встановлено, що геном виділених фагів МКБ представлений лінійною 
дволанцюговою ДНК, характерною ознакою молочних фагів [94; 297]. Аналіз 
електрофореграм виділеної ДНК показав (рис. 4.7-4.8), що фаги за розміром геному 
можна розділити на 3 групи: фаги з ізометричною головкою, розмір ДНК – (20-23) 
тисячі пар нуклеотидів (т.п.н.); фаги з ізометричною головкою, розмір ДНК – (23-
25) т.п.н.; фаги з витягнутою (пролатною) головкою, розмір ДНК (18-20) т.п.н. (табл. 
4.12). 
 
 
 
 
 
Рис. 4.7. Електрофореграма ДНК фагів, 0,8 % агарозний гельелетрофорез. 
смуги: 1 - 9/1, 2 - 8D ; 3 - F/2; 4- 8/2; 5 - y/3; 6 - S27-1; M1 - ДНК фага 
λ/EcoRI+HindIII; стрілкою показано розмір ДНК фагів 
 
 
          25 т.п.н. 
 
 
 
           Рис. 4.8 - Електрофореграма ДНК фагів, 0,8 % агарозний гельелетрофорез 
смуги: 1 - O20, 3 - S61; M1 - ДНК фага λ/EcoRI+HindIII; 
стрілкою показано розмір ДНК фагів 
 
  1     2      3     4     5      6    M1 
18 т.п.н. 
5 148 
 3 530 
 2 027 
 
23 т.п.н. 
21 226 
 
 
1 904 
 1 584 
 1 375 
 
      1      2      3       4     5    6       M1 
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Таблиця 4.12. Показники структурно-морфологічної організації фагів 
Морфотип Діаметр  
головки, нм 
Розмір ДНК,  
т.п.н. 
Фаги 
дослідні відомі дослідні відомі дослідні відомі 
В1 група 1 
 
42-48 50-54 20-21 27-32 9/1, 
8D 
936,1204, 
12771) 
В1 група 2 49-51 62 22-23 38-44 O15 , 
8/2  
f 42682) 
В1 група 3 52-54 60 23-25 30-45 S61,  
O20 
СНРС1246, 
СНРС10143) 
В1 група 4 45-46 
 
53 22-23 35 S27-1, 
368 
СНРС 5773) 
В2 група 5 31-40х 
42-51 
41-42х 
52х56 
18-20 19-21 F/2, 
y/3 
c2,923,1280, 
13101) 
     1) відповідно до [94]; 2) [298]; 3) [287] 
Було встановлено, що між морфометричними показниками і розмірами фагової 
ДНК існують зв’язки. Коефіцієнт кореляції між розмірами головок та ДНК фагів 
різних морфотипів становив r = 0,96 (n = 21, p < 0,05). Такі результати співпадають з 
літературними даними, що вказує на коректність проведених генетичних досліджень 
фагів. Так, Jarvis [134] також повідомив про кореляцію між показниками розмірів 
фагової головки та розмірами ДНК фагів різних МТ [293]. Якщо порівняти дослідні 
дані з відомими [94, 287, 298-299] можна зробити попередню ідентифікацію та 
віднести досліджувані фаги L. lactis ssp. МТ В1 до 936 виду або Р335 виду, а фаги 
МТ В2 – до с2 виду. 
ПЛР тест для ідентифікації фагів L. lactis ssp. Таксономічне положення фагів 
L. lactis ssp. визначали за допомогою ПЛР з використанням праймерів, специфічних 
до послідовностей генів, які кодують основний білок капсиду трьох найбільш 
поширених груп лактофагів видів с2, Р335 та 936. Праймери були підібрані для 
отримання продуктів ПЛР різних розмірів згідно з [140]. За масою ПЛР продуктів 
вірусної ДНК встановлено, що ΦF/2, Φy/4, Φy/3 і Φc/1 є представниками с2 виду. Як 
видно з електрофореграм (рис. 4.9, смуга 1, 5 і 7, відповідно, фаги ΦF/2, Φy/3 і Φc/1; 
рис. 4.10, смуга 1 та 5, відповідно, фаг Φy/4 та Φy/3). ДНК бактеріофагів утворювала 
амплікони масою 474 п.н., що характерно для с2 виду вірусів МКБ [140].  
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Гібридизація фагів 8D та Pr3-8 з праймерами специфічними до Р335 виду 
призводила до утворення ПЛР-продуктів масою 682 п.н. На підставі отриманих 
результатів ПЛР ці фаги ідентифіковано до Р335 виду (рис. 4.11, смуга 4 та 6, 
відповідно, фаг 8D та Pr3-8).  
За масою ПЛР продуктів, яка становила 179 п.н., було визначено, що вісім 
бактеріофагів 9/1, 14, 4dl, 11, O15,8/2, O14 та 8L є представниками 936 
виду (рис. 4.12, смуга 2, 8 та 9, відповідно, фаг 9/1, 11, 8L). 
 Було опрацьовано умови для одночасної класифікації різних фагів L. lactis ssp. 
методом мультиплексної ПЛР згідно [140]. Виходячи з розміру отриманих продуктів 
ПЛР, було встановлено, що F/2, y/4 і c/1 є фагами c2 виду. Електрофореґрама 
показує (рис. 4.13, смуга 1, 5 і 7, відповідно), що ДНК цих бактеріофагів утворювала 
амплікони 474 п.н., які згідно з іншими дослідженнями [78, 140, 285] типові для 
вищезгаданих бактеріальних вірусів.  
 За розміром отриманих фрагментів ПЛР з молекулярною масою 682 п.н. фаги 
8D і Pr 3-8 ідентифіковано до виду Р335 (рис. 4.13, смуга 4 і 6, відповідно).  
 Три бактеріофаги (14, O15 та 4dl) давали продукт ПЛР 179 п.н., що 
вказувало на їх приналежність до 936 виду (рис. 4.13, смуга 2, 8 і 9, відповідно). 
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Рис. 4.9. Електрофореграма продуктів ПЛР ДНК бактеріофагів:  
М – маркер молекулярних мас GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific”, 
США); К – негативний контроль без ДНК-матриці;  
смуги 1-10 – ПЛР-продукти ДНК різних бактеріофагів 
 
1000 п.н. 
 
500 п.н. 474 
п.н. 
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Рис. 4.10. Електрофореграма продуктів ПЛР ДНК бактеріофагів:  
М – маркер молекулярних мас GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific”, 
США); К – негативний контроль без ДНК-матриці;  
смуги 1-10 – ПЛР-продукти ДНК різних бактеріофагів 
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Рис. 4.11. Електрофореграма продуктів ПЛР ДНК бактеріофагів:  
М – маркер молекулярних мас GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific”, 
США); К – негативний контроль без ДНК-матриці;  
смуги 1-10 - ПЛР-продукти ДНК різних бактеріофагів 
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Рис. 4.12. Електрофореграма продуктів ПЛР ДНК бактеріофагів:  
М – маркер молекулярних мас GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific”, 
США); К – негативний контроль без ДНК-матриці; 
 смуги 1-10 - ПЛР-продукти ДНК різних бактеріофагів 
  
  
 
Рис. 4.13. Детекція фагів L. Lactis ssp. мультиплекс ПЛР: 
c2 вид – 474 т.п., P335 вид – 682 т.п. і 936 вид – 179 т.п. М – маркер молекулярних мас 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific”, США); С – негативний контроль без 
ДНК матриці  
 
 
 
 1000 п.н. 
 
 500 п.н. 
179 п.н. 
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 ПЛР тест для ідентифікації фагів S. thermoрhilus. Бактеріофаги тестували на 
приналежність до фагів S. thermoрhilus, як описано Quiberoni [201], Ma [300] і 
McDonnell [245]. Використовуючи набір праймерів для мультиплексної ПЛР 
виявлено фрагменти 170 п.н. (рис. 4.14, смуга 1, 2 та 4, відповідно, фаг S1, O20 та 
Ndan), що свідчило про те, що ці фаги відносяться до cos-типу S. thermoрhilus.  
 
Рис. 4.14. Детекція фагів S. thermoрhilus методом мультиплекс ПЛР: 
cos-тип – 170 п.н.; pac-тип – 427 п.н. М- маркер молекулярних мас GeneRuler™ DNA 
Ladder Mix (“Thermo Scientific”, США); С – негативний контроль без ДНК матриці  
  
 
Рис. 4.15. Детекція фагів S. thermoрhilus методом мультиплекс ПЛР: 
987-тип – 707 п.н.; 5093-тип – 983 п.н. (не ідентифіковано). М- маркер молекулярних мас 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific”, США); С – негативний контроль без 
ДНК матриці  
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 За масою ПЛР продуктів, яка становила 427 п.н. бактеріофаги Ф S61 та Ф 3/K 
ідентифіковано до pac-типу вірусів S. thermoрhilus (рис. 4.14, смуга 5 і 6 відповідно). 
І, наприкінці, проведено мультиплексну ПЛР з використанням специфічних 
праймерів до нових груп 987 і 5093 вірусів S. thermoрhilus [301-302]. За масою ПЛР 
продуктів, яка становила 707 п.н. визначено, що фаги Ф368 та ФS27-1 є 
представниками 987-групи S. thermoрhilus (рис. 4.15, смуга 4 та 7, відповідно). Як 
було встановлено раніше ці фаги мали ікосаендричні головки діаметром (44-46) нм 
та нескоротливі хвости дещо коротші, ніж інші фаги S. thermoрhilus (довжиною від 
133 до 137 нм), з базальними пластинками на хвостах без глобулярних відростків. 
Така морфологія була описана для фагів S. thermophilus 987-групи [301]. 
Наша вибірка не містила фагів, схожих на членів 5093 групи. Морфологія цих 
фагів відрізняється від cos- і pac-типу фагів тим, що на базальних пластинках їх 
хвостів знаходяться кулясті сферичні відростки. Подібні фаги описані у статтях 
Mills [302], McDonnell [245]. Представників групи 5093 (амплікони розміром 983 
п.н.) нами не виявлено (рис. 4.15). 
Білковий профіль фагів. Ідентифікацію структурних білків фагів проводили 
за допомогою гель електрофорезу в денатуруючих умовах (SDS-ПААГ). Як відомо 
за кількістю мажорних структурних білків фаги S. thermoрhilus класифікують у дві 
групи [277, 303]. Серед випробуваних фагів S. thermoрhilus виявлено два відмінні 
білкові профілі. Три фаги містили два основні мажорні білки з приблизними 
молекулярними розмірами 33 і 27 кДа (приклад, див. рис. 4.16, смуга 6, фаг O20). 
Вони використовували cos-тип упакування геному, тому їх було віднесено до групи 
cos-типу.  
Лише два фага містили три мажорні білки з приблизною молекулярною масою 
42, 26 і 15 кДа (рис. 4.16, смуга 3, фаг S61). Їх було класифіковано до групи фагів з 
механізмом упаковки ДНК pac-типу. Обидва профілі періодично несуттєво 
змінювались (±1-2 кДа) від фага до фага.  
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Рис. 4.16. Профіль білків фагів МКБ, 
розділених у 15 % SDS- ПААГ. Стрілками зазначено структурні білки фагів. М – маркер 
молекулярних мас PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Lithuania) 
 
Фаги L. lactis ssp. згідно літературних даних дуже гетерогенні за ознакою 
білкового складу. Однак, показано присутність у поліпептидних профілях фагів с2 
виду три мажорних білка з порівняно великою молекулярною масою та варіабельну 
кількість мінорних білків [137; 296]. В нашій вибірці фаги L. lactis ssp. утворювали 
три групи за білковим профілем. Фаги с2 виду вирізнялись тим, що містили мажорні 
білки з більшою молекулярною масою 30, 55 та 72 кДа (рис. 4.16, смуга 5, фаг ФF/2; 
смуга 7, фаг y/4). Фаг c/1 (с2 вид фагів) містив мажорні білки з молекулярною 
масою 40, 53 і 72 кДa (рис. 4.16, смуга 9, фаг c/1). 
Фаги 8/2, O14 (936 вид фагів) містили мажорні білки з молекулярною масою 
29 і 53 кДa (рис. 4.16, смуга 10 (фаг 8/2) і смуга 11 (фаг O14)).  
Фаг Pr 3-8 (Р335 вид фагів) містив мажорні білки з молекулярною масою 20, 
29 і 53 кДa (рис. 4.16, смуга 1, фаг Pr 3-8). 
На підставі цих досліджень підтверджено ідентифікацію фагів за ПЛР. 
 
4.2.2. Дослідження біологічних властивостей фагів. Спектр літичної 
активності є однією з обов’язкових таксономічних ознак вірусів [134]. Дослідження 
цієї властивості дозволяє відібрати індикаторні штами, а також набір фагів для 
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селекції фагостійких культур МКБ певного таксону. Усі виділені фаги нами 
класифіковано залежно від їхнього спектру літичної активності. Цікаво, що літичні 
групи № I, II та IV ділились надвоє кожна залежно від МТ фагів. Остаточно фаги 
розділили на 7 субгруп з урахуванням двох властивостей: видоспецифічності та 
морфологічної будови вірусних часток (МТ) (табл. 4.13). 
Таблиця 4.13. Розподіл фагів на літичні групи 
 
Субгрупа 
фагів 
Літична 
група 
Спектр літичної активності Морфотип 
I I L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris,  
L. lactis ssp. lactis bv diacetilactis 
B1 група 1 
I I I L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, 
 L. lactis ssp. lactis bv diacetilactis 
B2 
III II L.lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. lactis bv 
diacetilactis 
B1 група 2 
IV II L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. lactis bv 
diacetilactis 
B2 
V III L. lactis ssp. cremoris B1 група 1 
VI IV S. thermoрhilus B1 група 3 
VII IV S. thermoрhilus B1 група 4 
 
Як видно з табл. 4.13 між показниками літичної активності фагів та 
морфологією вірусних часток не було корелятивних зв’язків. У нашій колекції були 
фаги, що мали подібне коло хазяїв, але різну морфологію. І, навпаки, були фаги з 
однаковим МТ вірусних часток, але з різним спектром літичної активності. Подібні 
результати було отримано Tsaneva у Болгарії [109]. Науковці вивчили морфологічні, 
культуральні властивості 75 ізолятів фагів, спектр їхньої літичної активності та 
встановили відсутність корелятивних зв’язків між МТ та видоспецифічністю фагів 
[295]. Binetti також встановлено, що фаги S. thermoрhilus не можливо класифікувати 
лише на підставі традиційних критеріїв, оскільки не було зв’язків, зокрема між 
морфологією та колом хазяїв вірусів [244].  
Дослідження параметрів літичного циклу різних фагів. Відомо, що 
активність фаголізису залежить від особливостей біології вірусу [77]. Літичний цикл 
фагів характеризується швидкістю адсорбції, тривалістю латентного періоду (або 
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часом між адсорбцією і лізисом бактеріальної клітини) та виходом (урожаєм) фага 
[304]. Вивчення параметрів циклу має важливе значення для встановлення 
активності фагів. Досліджено 6 різних літичних систем: три фага L. lactis ssр. 936 
виду на різних індикаторних культурах, два фага L. lactis ssр. lactis с2 виду та один 
фаг S. thermophilus. Отримані данні свідчать, що фаги розрізнялись за параметрами 
росту. Так, фаги адсорбувались на клітинах бактерій-хазяїв з ефективністю від 36,6 
до 99 % та константою швидкості адсорбції у межах 0,18×10-7 - 0,96×10-8 см3×хв-1. 
Латентний період двох фагів становив (20-25) хв, а чотирьох – знаходився у 
діапазоні між 30 і 35 хв (табл. 4.14). Ці показники свідчать про небезпечність і 
високу інфекційність досліджуваних фагів. Оскільки за літературними даними, 
латентний період фагів МКБ знаходиться у межах від 20 до 60 хв (за 30 °С), а 
константа швидкості адсорбції варіює від 0,51 до 32,5×10-10 см3×хв-1 [91].  
Вихід фага показує скільки віріонів виходить з однієї бактеріальної клітини 
впродовж одиночного циклу розвитку. За нашими даними фаг 4dl (936 вид) 
характеризувався максимальним значенням ефективності адсорбції та виходу фага, і 
коротким латентним періодом (табл. 4.14).  
Таблиця 4.14. Параметри літичного циклу розвитку фагів1) 
Фаг Індикаторна 
культура 
Адсорб
ція, 
% 
Константа 
швидкості 
адсорбції, 
см3×хв-1 
Тривалість 
латентного 
періоду, хв 
Вихід 
фага 
Індекс 
літичної 
активності 
Іл 
9/1, 
936 вид
 L. lactis ssp. 
lactis Л3 
93,3 0,37×10-8 30-35 67 0,18 
14, 936 
вид  
 L. lactis ssp.  
cremoris C3         
98,6 0,96×10-8 30-35 62 0,17 
4dl, 
936 вид  
L. lactis ssp. lactis 
bv diacetіlactis 
4dl                   
99,0 0,32×10-8 20-25 217 0,33 
F/2, с2 
вид
L. lactis ssр. lactis 
Л2 
68,0 0,18×10-7 30-35 43 0,12 
y/4, с2 
вид
L. lactis ssp. lactis 
Л1 
98,0 0,21×10-7 30-35 61 0,15 
S1 S. thermophilus 
66/12 
36,6 0,12×10-8 20-25 143 0,32 
    1) множинність інфекції 0,1; середньоарифметичні значення, р<0,01 
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Було розраховано індекс літичної активності Іл (співвідношення кількості 
лізованих фагом промислових штамів до числа випробуваних). Для фага 4dl він 
складав Іл = 0,33, що є максимальним значенням цього показника серед досліджених 
фагів. Літична активність фага 9/1 (також 936 виду) була дещо нижчою - Іл = 0,18. 
Це пояснюється біологічними властивостями цього фагу, він мав інші показники 
параметрів росту – більший латентний період та менший вихід віріонів порівняно до 
4dl (див. табл. 4.14).  
Встановлено, що найбільшу літичну активність мали фаги з найкоротшим 
латентним періодом та більшою кількістю вірусних часток, що виходять з однієї 
бактеріальної клітини. Але в любому випадку в кожній системі фаг-клітина хазяїна, 
кількість фагів все одно росла швидше ніж популяція бактерій (табл. 4.15).  
Таблиця 4.15. Характеристика літичного циклу бактеріофагів1) 
Фаг            Індикаторна 
культура 
Адсорбція, 
 % 
Початкова 
к-ть фагу, 
БУО/см3 
К-ть фагу на 
момент віз. 
лізису, 
БУО/см3 
Тривалість 
латентного 
періоду, хв 
Вихід  
фага 
Іл 
11 L. lactis ssp. 
cremoris C3 
92 1,4×107 3,4×109 20-30 112 0,28 
O15 L. lactis ssp. 
lactis Л1 
72 3,8×107 9,1×108 30-35 86 0,21 
8/2  L. lactis ssp. 
cremoris C3 
91 6,4×107 1,1×109 30-35 78 0,19 
y/3 L. lactis ssp. 
lactis Л3 
92 3,7×107 2,7×109 20-30 51 0,14 
c/1 L. lactis ssp. 
lactis Л1 
89 5,2×107 3,6×108 20-30 36 0,1 
3/К S. thermophilus 
66/12 
81 7,1×107 6,1×108 20-30 118 0,3 
S61 S. thermophilus 
66/12 
51 2,9×107 3,3×109 30-35 87 0,22 
O20 S. thermophilus 
66/12 
84 5,4×107 7,3×108 20-30 73 0,18 
Ndan S. thermophilus 
27/1 
97 2,3×107 1,1×109 20-30 97 0,25 
368 S. thermophilus 
66/12 
71 1,7×107 8,3×109 30-35 43 0,11 
  1) множинність інфекції 0,1; середньоарифметичні значення, р<0,01 
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Кількість вірусних часток, що виходять з однієї клітини значно варіювала і 
становила від 36 (табл. 4.15) до 217 (табл. 4.14) віріонів залежно від варіанту 
літичної системи (фаг+гомологічна культура). Фаги 11 та 3/К продукували понад 
100 вірусних часток на одну бактеріальну клітину (табл. 4.15). Для даних фагів 
також найшвидше наступав момент візуального лізису – після 1 год 40 хв. Для O15, 
S61 та Ndan вихід фага становив понад 80 вірусних часток. Момент візуально 
лізису було зафіксовано через дві години тридцять п’ять хвилин після зараження 
культури вірусом. Понад 70 віріонів синтезувалось в одній клітині для фагів 8/2 та 
O20. Для цих вірусів візуальний лізис бактерій було помічено через 3 год. Фаги 
y/3 та 368 здатні напрацювати, відповідно, 51 та 43 вірусні частки у одній 
бактеріальній клітині впродовж літичного циклу. Такі віруси повністю лізували 
культуру за п’ять годин тридцять хвилин. Найменша кількість вірусних часток – 36 
синтезувалася бактеріофагом c/1. Момент візуального лізису для даного фагу 
зафіксовано через 7 год після початку культивування культури з вірусом. Індекс 
літичної активності Іл для фагів з табл. 4.15 коливався у діапазоні 0,1-0,3. 
Обрахування коефіцієнту кореляції дозволило встановити достовірний зв’язок між 
параметрами циклу розвитку фага та його інфекційністю. Коефіцієнт кореляції між 
виходом фага і індексом літичної активності був позитивним і мав значення r=0,92 
(n=16; p < 0,05). Отже, фаги з високими ростовими характеристиками, а саме: ті, що 
мають короткий латентний період та більший вихід - є найбільш літично-активними 
щодо ЗМ. Таким чином, встановлюючи параметри циклу розвитку можна 
прогнозувати небезпеку бактеріофага щодо промислових штамів МКБ.  
 
4.3. Встановлення режимів протифагової обробки 
 
Вплив високих температур на інфекційність фагів. Основним способом 
знезараження сировини на молокопереробних підприємствах є її температурна 
обробка. М’які режими пастеризації зберігають харчову цінність молочних 
продуктів, органолептичні властивості тощо. Однак, подібна температурна обробка 
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дозволяє позбутись лише бактеріальної складової молока, тоді як віруси, зазвичай, 
втрачають інфекційність за значно вищих температур [72].  
Досліджували вплив високих температур на життєздатність промислових фагів, 
відібраних нами до колекції. Температурні режими обробки було обрано у 
відповідності до тих, які застосовують на молокопереробних підприємствах України. 
Досліджували віруси різних видів, морфотипів, які мали різних бактерій-хазяїв, 
належали до різних літичних груп і на газонах тест-культур утворювали 
морфологічно відмінні НК. Характеристика відібраних фагів: 
1 - фаг L. lactis 11, виділено з кисломолочного продукту, 936 вид, морфотип В1. 
Літичний індекс фага змінювався від 0,09 до 0,19, залежно від вибірки штамів. 
2 - фаг L. lactis F/2, виділено з підсирної сироватки, с2 вид, морфотип В2. 
Літичний індекс фага коливався в межах від 0,02 до 0,35. 
Криві термоінактивації фагів L. lactis у знежиреному молоці (стерилізованому 
за температури 121 °С впродовж 15 хв, рН 6,8) представлено на рис. 4.17, вони 
відображають зміну логарифму концентрації вірусів залежно від часу 
температурного впливу. 
 
 
 
Рис. 4.17. Кінетичні криві температурної інактивації фагів L. lactis 
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Як видно з рис. 4.17, процес термоінактивації фагів описувався 
двокомпонентними кривими. Наявність різних фракцій віруса може бути 
результатом фенотипових змін у процесі морфологічної збірки в клітині хазяїна 
[305]. 
 Чутливість фагів до нагрівання характеризували за показником константи 
швидкості інактивації (КТ) [248]. Фаги втрачали інфекційність за температури 72 °С, 
але з різною швидкістю. КТ фракції I становила 214 та 282,9 ×10-3 ×хв-1, відповідно, 
для 11 і F/2, і свідчила про більшу стійкість фага 11. За температури 90 °С у 
воді термостійкість фагів значно знизилась, але повної їх інактивації за даних умов 
не встановлено. Найшвидше за 90 °С гинув фаг F/2, КТ для фракції I становила 
(470,0 ×10-3)× хв-1. Стабільнішим був фаг 11, який за цих же умов зберігав вищий 
рівень життєздатності, КТ = (431,0 ×10-3)×хв-1 (табл. 4.16). 
Таблиця 4.16. Константи швидкості термоінактивації фагів L. lactis 
у різних середовищах1), КТ 
Фаги Середовище КТ ×10-3 × хв-1 
для фракції I 
КТ ×10-3 × хв-1 
для фракції II 
72°С 90°С 72°С 90°С 
фаг 11 
936 вид (МТ В1) 
вода 214,0 431,0 66,82 129,15 
молоко 564,0 798,92 56,7 90,25 
фагF/2 
с2 вид (МТ В2) 
вода 282,9 470,0 125,06 39,04 
молоко 502,0 602,16 115,0 61,40 
  1) середньоарифметичні значення, n=5, р≤0,05 
Встановлено, що для вірусів характерна подібна інактивація фракції I. Ця 
фракція є ймовірно чутливішою порівняно до фракції II, оскільки КТ фракції I була 
більшою ніж фракції II. Необхідно звернути увагу на те, що зі збільшенням 
температури води від 72 до 90 °С КТ фагу 11 зросла майже однаково для різних 
фракцій – у 2,0 рази для фракції I та у 1,9 рази для фракції II. Для фага F/2 
спостерігали помірне зростання КТ фракції I – у 1,6 рази; і порівняно велике її 
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зменшення у фракції II – в 3,2 рази. Отже, зі збільшенням температури до 90 °С 
частина фагових часток F/2 зберігала свою активність.   
 Порівняння термостійкості фагів L. lactis показало, що фракція II фага F/2 є 
стійкішою до дії температур порівняно з фракцією II фага 11. Значення К90°С 
фракції II фага F/2 у воді було в 3,3 рази більше ніж у фага 11. Можливо завдяки 
наявності більш термостійкої II фракції фага F/2 забезпечується збереження цього 
вірусу. Крім того, існує ймовірність виникнення мутантних вірусних часток, які 
відрізняються від батьківського фага за ознакою термостійкості у 1000 разів [91]. 
 Встановлено, що вплив середовища на інфекційність вірусів L. lactis був 
значний лише для деяких вірусів. Зокрема, К90°С фракції II фага 11 в молоці в 1,3 
рази менша ніж у воді. Можна припустити, що для фага Ф11 вплив іонів кальцію 
молока суттєвіший ніж для фага F/2. Наші попередні дослідження умов 
репродукції фагів також встановили збільшення росту фага 11 за присутності у 
середовищі 10 мМ СаСl2.  
 Для з’ясування впливу температури на стабільність фагів S. thermophilus процес 
термоінактивації також досліджували у дистильованій стерильній воді. Як видно з 
табл. 4.17, підвищення температури не забезпечувало повного фагоцитного ефекту – 
навіть за 90 °С рівень фагів не знижувався нижче 102  БУО/см3.  
Таблиця 4.17. Вплив термообробки на життєздатність 
фага S. thermophilus S61 у воді 
 
Час обробки, 
хв 
Температура обробки 
40 °С 72 °С 90 °С 
0 1081) 106 108 106 108 106 
20 108 106 105 103 105 103 
40 108 106 105 103 104 102 
60 108 106 104 103 103 102 
                    1) титр бактеріофага, БУО/см3 
Окрім того, за меншої початкової кількості вірусних часток (106 БУО/см3) 
відбувалось повільніше падіння активності фагів. Титр фагів зменшився на 3 та 4 lg, 
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відповідно, за експозиції при температурі 72 °С і 90 °С. Фаги з високим початковим 
титром втрачали й більшу кількість вірусних часток - на кінець дослідження їх титр 
знизився на 4 та 5 lg, відповідно, при експозиції за 72 °С та 90 °С.  
Отже, повної інактивації фагів S. thermophilus під впливом лише 
температурного фактору за досліджених режимів не відбулось. За експозиції при 72 
°С через 60 хв титр фагів падав лише на 50 % незалежно від початкового рівня. За 
температури 90 °С у воді термостійкість фагів значно знизилась, але повної 
інактивації також не встановлено. Після витримування фагів упродовж 60 хв за 90 
°С все одно залишались життєздатними (33÷38) % фагів.  
Відомо, що на інфекційність фагів впливає склад середовища, а знежирене 
молоко може виявляти протекторну дію [147]. Нами встановлено захисний вплив 
молока лише для деяких фагів S. thermophilus. Зокрема, термостійкість фага S61 
була вищою у молоці в 1,2 рази, ніж у воді незалежно від температури обробки (рис. 
4.18).  
 
Рис. 4.18. Залишковий титр фагів після термообробки 
Лінія тренду падіння титру фага S61 у молоці мала менший кут нахилу до осі 
Х та описувалась рівнянням y = -1,66x + 7,9467, R² = 0,9528, в той час як у воді y = -
2,05x + 7,96, R² = 0,9505. Для фага 3/К такої залежності не зафіксовано, рівняння 
лінії тренду мали приблизно однаковий математичний вираз незалежно від 
середовища культивування. Кращому збереженню вірусу S61 у молоці, ймовірно, 
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сприяли двовалентні іони, зокрема кальцію. Такі результати узгоджуються із 
нашими дослідженнями стосовно впливу хлориду кальцію на ефективність росту 
фагів. Фаг S61 належить до групи фагів, які достовірно збільшували свою 
чисельність при додаванні у середовище 10 мМ CaCl2 - коефіцієнт кореляції був 
позитивним і мав значення r = 0,85 (n = 10, p < 0,05). 
Для порівняння термостійкості фагів різних таксонів до подальших досліджень 
залучили видоспецифічні фаги L. lactis та с/1, відповідно, фаг 936 виду (МТ 
В1) та с2 вид фагів (МТ В2); фаги S. thermophilus S61 (pac-тип), О20 (cos-тип) - 
виділені на підприємствах молочної галузі. На діаграмі показано вплив різної 
термообробки впродовж 60 хв на ростові характеристики вірусів у молоці (рис. 
4.19).  
Зафіксовано поступове зниження титру всіх фагів із підвищенням температури 
впливу. Однак, встановлено, що навіть після нагрівання фагів упродовж 60 хв за 
температури 72 °С вони зберігали свою активність. Хоча титр і зменшувався на 
(29,2÷59,8) % - певна частина бактеріофагів все ж зберігала життєздатність. Після 
витримування фагів у молоці за температури 90 °С їхній титр знизився вже на 
(35,7÷97,8) % залежно від фагу. Тобто така температура була доволі згубною для 
частини фагів, наприклад: фаг L. lactis с/1 практично повністю інактивувався за 
такої обробки. З рис. 4.19 видно, що загалом фаги S. thermophilus були 
торелантнішими до впливу температури ніж фаги L. lactis в тій або іншій мірі [306].  
Показники константи швидкості термоінактивації (Кт) фагів різних видів за 
експозиції впродовж 60 хв у молоці при 90 °С подано в таблиці 4.18.  
 Менші значення показника Кт фагів S. thermophilus свідчили про їхню більшу 
стійкість до дії високих температур. Так, фаг S. thermophilus S61 у 2,1 рази 
термостійкіший, ніж фаг L. lactis с/1. Різниця у резистентності до термообробки 
між фагом S. thermophilus О20 і фагом L. lactis 9/1 не така разюча, проте все одно 
термофільний фаг характеризувався дещо більшою стійкістю. 
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Рис. 4.19. Вплив високих температур на ріст різних видів фагів МКБ 
 
Таблиця 4.18. Константи швидкості термоінактивації різних видів фагів МКБ, К90° 
 
Фаги Термін 
експозиції 
t, хв 
Р01), 
БУО/см3 
 
Р2),  
БУО/см3 
 
К90°3) 
×10-3 × хв-1 
Ф
аг
и
 S
. 
th
er
m
o
p
h
il
u
s 
co
s-
ти
п
 
 
О20 
0-30 1,7×109 3,0×104 364,3 
30-60 3,0×104 5,2×103 438,4 
0-60 1,7×109 5,2×103 209,5 
p
a
c-
ти
п
  
S61 
0-30 8,0×106 5,0×103 243,5 
30-60 5,0×103 1,0×103 53,0 
0-60 8,0×106 1,0×103 148,3 
Ф
аг
и
 L
. 
la
ct
is
 
9
3
6
 в
и
д
 
 
 
0-30 1,8×108 1,4×104 312,2 
30-60 1,4×104 1,2×102 155,7 
0-60 1,8×108 1,2×102 234,0 
с2
 в
и
д
 
 
с/1 
0-30 2,5×108 1,0×102 486,2 
30-60 1,0×102 2 129,1 
0-60 2,5×108 2 307,6 
  1)початковий титр фага, 2)титр фага після експозиції впродовж часу t, хв; n=3,  
      довірчі інтервали: 1,2)  ± 1 БУО/см3 , 3) ±10-4 хв-1, р≤0,05 
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Значення показника К90° становило 209,5 та 234,0×10-3 × хв-1, відповідно, для 
О20 і 9/1. Найбільш чутливим до високих температур був фаг L. lactis с/1 – 
оскільки його життєздатність на кінець дослідження практично повністю 
втрачалась. Такі результати узгоджуються з даними літератури щодо більшої 
чутливості фагів L. lactis с2 виду, порівняно з фагами L. lactis 936 типу [120].  
Розрахункові данні показника К90° у динаміці дозволили виявити біологічні 
особливості фагів. Найбільший інгібіторний вплив високої температури 
спостерігали впродовж першого терміну експозиції (0-30) хв – для більшості фагів. 
Швидкість термоінактивації впродовж другого терміну експозиції (30-60) хв 
сповільнилась у 2-5 разів, залежно від фага. Лише фаг О20 характеризувався 
рівномірним темпом зниження своєї активності (загибелі вірусних часток) - 
приблизно однакова швидкість термоінактивації впродовж I та II терміну експозиції.  
 Отримані результати встановили неефективність пастеризації молока за 
температур (72-80) °С у боротьбі з фаголізисом, тоді як термообробка за 
температури 90 °С впродовж не менше 60 хв дозволила повністю очистити сировину 
лише від частини мезофільних бактеріофагів. Відомо, що фаги L. lactis здатні 
зберігати свою життєздатність навіть після нагрівання до 95 °С впродовж кількох 
хвилин [82]. За даними Яковлева [307] повної інактивації фагів у виробничих умовах 
було досягнуто при нагріванні молока вище 100 °С або при нагріванні великих 
об’ємів молока за температури 90 °С впродовж не менше ніж 30 хв. За даними 
Madera [120] пастеризація в умовах виробництва, не дивлячись на відносно помірні 
умови (72 °С впродовж 15 с) призводила до значного зниження кількості фагів 
порівняно до лабораторних умов. Окрім того показано, що фаги 936 виду були 
стійкішими порівняно з с2 і Р335 видами до дії високих температур. Такі дані 
співпадають з отриманими нами результатами.  
 Фізико-хімічні фактори зниження активності фагів. При створенні системи 
боротьби з бактеріофагом важливого значення набуває впровадження нових 
сучасних підходів щодо організації виробництва молочної продукції, в тому числі 
використання ефективних, економічно вигідних програм мийки та дезінфекції, 
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здатних забезпечити не тільки мікробіологічну, а й вірусологічну безпеку 
виробництва та цільових продуктів. В той же час інформація щодо впливу 
дезінфікуючих засобів на бактеріофаги МКБ є вкрай обмеженою [308]. 
 Для знешкодження фагової інфекції на виробництві застосовують мийку та 
дезінфекцію всього технологічного обладнання, як зовнішнього так і внутрішнього 
боку [309]. Оскільки для мийки використовують кислоти та луги було досліджено 
відношення фагів до різних рівнів рН середовища (рис. 4.20).  
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Рис. 4.20. Динаміка інактивації фагів  
залежно від активної кислотності середовища 
  
Аналіз результатів показав, що інгібуючим фактором для фагів МКБ є лужне 
середовище з рН більше 11,0 та кисле середовище з рН менше 2,0. Однак повної 
інактивації за цих умов не спостерігали, титр фагів зменшувався на 2-4 порядки 
залежно від фагу.  
 Досліджено вірусоцидні властивості 7 дезінфікуючих засобів (ДЗ), які дозволені 
до застосування на молокопереробних підприємствах. Склад засобів та 
рекомендовані режими дезобробки згідно з методичними вказівками щодо їхнього 
застосування (надалі МВ) подано в таблиці 4.19. Встановлено, що найбільшу згубну 
дію на фаги МКБ під час проведення «холодної дезінфекції», тобто за температури 
(20-22) ºС, виявили ДЗ № 1 та № 3. Показано, що вже після (5-10) хв після обробки 
було зафіксовано 100 % інактивацію фагів. Необхідно зауважити, що засіб № 3 
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згідно з МВ рекомендовано застосовувати за температури (50-90) °С, але навіть за 
кімнатної температури (20-22) ºС цей дезінфектант характеризувався високою 
протифаговою дією. Усі інші ДЗ були дещо менш ефективними в умовах «холодної 
дезінфекції», але також проявляли вірусоцидну активність в тому чи іншому 
ступеню рис. 4.21 [308]. 
Таблиця 4.19. Характеристика дезінфікуючих засобів 
Засіб Діюча речовина Режими обробки 
(згідно з МВ) 
№ 1 надоцтова кислота – не 
менше 15%, пероксид водню 
(0,01-0,2)% (за препаратом),  
(0,5-20) хв, холодна дезінфекція 
№ 2 гіпохлорит натрію - не 
менше 10% (за активним 
хлором) 
(0,1-3,0)% (за препаратом),  
(10-20) хв, (5-20)°С 
№ 3 алкілдиметилбензиламоній 
хлорид - 15% 
(0,03-10,0)% (за препаратом), 
 (1-240) хв, (50-90)°С 
№ 4 похідні алкіламіну - 23,2%, 
похідні гуанідину - 8,9%, 
дидецилдиметиламоній 
хлорид – 5,0% 
(0,25-2,0)% (за препаратом),  
(5-60) хв, холодна дезінфекція 
№ 5 похідні гуанідину - 2,9%, 
дидецилдиметиламоній 
хлорид – 9,8% 
(0,75-2,0)%(за препаратом),  
(30-60) хв, холодна дезінфекція 
№ 6 фосфорна кислота, похідні 
бігуанідину 
(0,5-1,5)% (за препаратом),  
(1-5)с/хв, (60-80)°С 
№ 7 пероксид водню - 35% (0,1-1,0)% (за препаратом), 
 (5-15) хв, (20-80)°С 
 
Процес інактивації фагів під дією п’яти з семи засобів описувався рівнянням 
(2.4, Розділ 2), де Р і Ро – титри фага після та до обробки впродовж часу t, хв; Кін - 
константа швидкості інактивації. Дослідження ДЗ № 1 показало, що мінімальна 
інгібуюча концентрація (МІК) (100% інактивованих фагів) хімічного фактору - 
надоцтової кислоти (НОК) для фага 11 була у 4 рази більшою ніж для фага F/2 
(табл. 4.20). За такої концентрації після 5 хв витримки життєздатні віруси були 
відсутні. Обрахунок константи швидкості інактивації (Кін)  показав, що фаг 11 
характеризувався вищою стійкістю до дії цього засобу. 
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Значення Кін 11 під час обробки препаратом із вмістом НОК 500 мг/дм3 було 
меншим, ніж Кін  для F/2 під час обробки препаратом із концентрацією НОК в 10 
разів меншою. Вміст діючої речовини НОК, який призводив до 100 % інактивації 
фага 11 був майже в 10 разів більшим ніж рекомендовано виробником. 
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Рис. 4.21. Ефективність впливу деззасобів на фаги МКБ  
 
МІК хімічного засобу № 2 за активним Cl2  становила (800-1000) мг/дм3. Такий 
вміст діючої речовини (активний Cl2 ), який призводив до 100 % інактивації фагів 
був достатньо високим, більшим ніж у доступній нам літературі [147]. 
Діючою речовиною ДЗ № 3 є алкілдиметилбензиламоній хлорид (ЧАС). ЧАС 
володіють протимікробною дією до грампозитивних та деяких грамнегативних 
мікроорганізмів, в тому числі до БГКП, стафілококів, стрептококів, сальмонел, 
деяких грибів і вірусів. Нами встановлено, що фаги МКБ є доволі чутливими до дії 
засобу № 3. Причому фаг 11 характеризувався дещо більшою стійкістю порівняно 
з фагом F/2. Значення Кін  за однакового вмісту ЧАС - 300 мг/дм3  було для 11 у 
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1,4 та 1,1 рази меншим, відповідно, для фракції I і II. МІК для досліджених фагів 
була приблизно однаковою та складала (900-1000) мг/дм3 за ЧАС (табл. 4.20). 
Таблиця 4.20. Константи швидкості хімічної інактивації бактеріофагів, (Кін) 
Фаги Фактор 
впливу1)  
Кін×10-3 × хв-1 
для фракції I 
Кін×10-3 × хв-1 
для для 
фракції II 
МІК 
(100 % 
інактивації) 
фаг 11, 
936 вид, 
морфотип 
В1 
 
деззасіб №12) К500= 681,88 К500=114,99 2000 мг/дм3  
(за НОК) 
деззасіб №23) К600=546,21 К600=82,06 1000 мг/дм3  
(за Cl2 ) 
деззасіб №33) К300=520,03 К300=71,17 1000 мг/дм3 
 (за ЧАС) 
деззасіб № 4 К1,0= 301,53 К1,0=102,65 8,0% 
(за препаратом) 
деззасіб № 6 К0,6= 522,10 К0,6=53,24 3,0% 
 (за препаратом) 
фагF/2, 
с2 вид,  
морфотип 
В2 
 
деззасіб №12) К50=897,69 К50=140,06 500 мг/дм3  
( за НОК) 
деззасіб №23) К600=667,69 К600=97,68 800 мг/дм3  
(за Cl2 ) 
деззасіб №33) К300=732,43 К300=76,66 900 мг/дм3 
 (за ЧАС) 
деззасіб № 4 К0,1=313,49 К0,1=54,85 3,0% 
деззасіб № 6 К0,6=818,80 К0,6=79,81 3,0% 
 (за препаратом) 
       1)склад ДЗ згідно табл. 4.19; 2)р≤0,05; 3) р≤0,01 
Засіб № 5 у своєму складі поєднував дві діючі речовини: ЧАС (9,8 % 
дидецилдиметіламоній хлориду, у два рази менша концентрація ніж у засобу № 3) та 
2,9 % похідних гуанідину. А засіб № 4 поєднував три діючі речовини: 23,2 % 
похідних алкіламіну, 8,9 % похідних гуанідину (у три рази більше ніж у засобу № 5), 
5,0 % дидецилдиметіламоній хлориду (у 2 рази менша концентрація ніж у засобу № 
5) (табл. 4.19). У МВ вказано, що засіб № 4 не виявляє мутагенних, канцерогенних 
властивостей і характеризується широким спектром антимікробної дії, активний 
проти інфекцій вірусної та грибкової етіології. Щодо протифагової активності дані 
відсутні, як і у всіх інших ДЗ. Нами встановлено, що МІК засобу № 4 для фагів МКБ 
є по-перше: більшою ніж рекомендовано у МВ; по-друге: МІК відрізняється для 
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різних видів фагів. Так, у МВ подано наступні режими обробки засобом № 4: 
концентрація робочого розчину (0,25-2,0) %; час експозиції (5-60) хв. Встановлено, 
що для 100 % інактивації фагів необхідно застосувати обробку з МІК цього засобу 
для фага F/2 - 3,0 % впродовж 60 хв або 5,0 % впродовж 30 хв; для фага 11 – 8,0 
% (в 4 рази більша концентрація ніж рекомендована) впродовж 30 хв. Отже, фаг 11 
характеризувався більшою стійкістю щодо впливу цього засобу, ніж фаг F/2. Це 
підтверджується і значеннями Кін: фаг 11 за обробки 1 % засобом (в 10 разів 
більшої концентрації ніж для фага F/2) характеризувався більшою стійкістю (К1,0= 
301,53×10-3 × хв-1) ніж фаг F/2 (К0,1=313,49×10-3 × хв-1) (див. табл. 4.20).  
Загалом, ДЗ № 4 був ефективним проти фагів МКБ і дійсно не виявляв 
мутагенного ефекту (як було задекларовано у МВ) на відміну від ДЗ № 5. 
Встановлено, що процес інактивації фагів під впливом засобу № 5 не 
підпорядковувався реакції першого порядку і не був двокомпонентним. За 
мінімального хімічного навантаження (концентрація 3 % за препаратом) після 60 хв 
експозиції спостерігали зменшення титру фагів. Причому фаг 11 втратив 53,17 % 
від початкового свого вмісту, що майже у 8,86 разів більше ніж фаг F/2 (рис. 4.22).  
 
 
 
Рис. 4.22. Вплив засобу № 5 на бактеріофаги 
На збільшення концентрації засобу № 5 під час обробки досліджувані фаги 
реагували по-різному. Так, для фага F/2 реєстрували повільне поступове 
зменшення титру життєздатних вірусних часток, тобто зниження інфекційності. 
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Кількість інактивованих фагів за максимального впливу (концентрація 30 % за 
препаратом) після 60 хв складала лише 24,25 % від початкового. Натомість фаг 11 
хоча і був чутливішим до засобу № 5 - показав високу здатність до адаптації. З рис. 
4.22 видно, що починаючи з концентрації 9 % (за препаратом) зафіксовано 
збільшення титру 11. Ця концентрація засобу для фагу 11 була критичною та 
більш того мутагенною. Отже, збільшення хімічного впливу є не завжди 
виправданим та навіть небезпечним. В даному випадку на вплив високої 
концентрації хімічного засобу № 5 фаг 11  зреагував утворенням стійкої фракції 
завдяки своїй біологічній здатності до адаптації та мінливості. З огляду на отримані 
результати більшої ваги набуває саме збалансованість формули того чи іншого 
деззасобу. Ймовірно до складу деззасобу ефективніше залучати декілька активних 
діючих речовин у співвідношеннях, які дозволяють досягти максимального 
синергичного впливу щодо фагів МКБ. 
Цікаві результати було одержано під час дослідження засобу № 6. Він містить 
фосфорну кислоту та похідні бігуанідину, за складом дещо подібний до засобу № 4. 
Згідно МВ рекомендовано наступні режими миюче-дезінфікуючої обробки: (0,5-1,5) 
% за препаратом, температура (60-80) °С. Наші дослідження інгібуючого впливу ДЗ 
№ 6 показали його високу протифагову дію. Навіть без нагрівання було досягнуто 
100 % інактивацію фагів за використання 3,0 % засобу, що лише у два рази більше 
за рекомендовану концентрацію. Під час нагрівання за температури 70 °С було 
встановлено прискорення інгібуючого впливу засобу. Так, МІК за 70 °С для фага 
F/2 становила 0,3 %, а для фага 11 - 0,6 %, відповідно, в 10 та 5 разів менша ніж 
без нагрівання. Порівняння швидкості інактивації досліджених фагів показало, що 
фаг 11 характеризувався більшою стійкістю до дії цього препарату порівняно з 
фагом F/2 – значення Кін для 11  у 1,6 разів менше ніж для F/2 (табл. 4.20). 
Максимальний протифаговий ефект встановлено за наступних умов: 
температура обробки (80-82) °С, тривалість експозиції (1-5) хв, МІК - 0,5 % (табл. 
4.21).  
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Порівняння швидкості інактивації фагів залежно від рівня початкового 
забруднення показало, що фаги у високому титрі 108 БУО/см3 (VI рівень, самий 
небезпечний) характеризувались більшою стійкістю до дії препарату порівняно з 
фагами з титром 106 БУО/см3 (III рівень, критичний) (табл. 4.21) [308]. 
Діючою речовиною ДЗ № 7 є пероксид водню (35 %). Відомо, що пероксид 
водню володіє універсальною протимікробною дією. До нього чутливі 
грампозитивні та грамнегативні бактерії, віруси, багато видів патогенних грибів, 
спорогенних бактерій. Протимікробна активність пероксиду водню пов’язана з його 
високою окислювальною здатністю. Тим не менш останнім часом спостерігається 
зниження чутливості мікробів до пероксиду водню та поява стійких до цього 
препарату мікроорганізмів [310]. 
Таблиця 4.21. Вірусоцидна активність деззасобу №6 
Початковий 
рівень фагів1) 
Мінімальна інгібуюча 
концентрація МІК, % 
Тривалість  
обробки, хв 
Температура 
обробки,°С 
 
 
III рівень 
(108 БУО/см3) 
1,5 60  
20-24 1,7 40 
3,0 10 
0,6 30 70-72 
3,0 10 
0,5 5 80-82 
1,5 менше 5 
 
II рівень 
(106 БУО/см3) 
1,5 60  20-24 
3,0 10 
0,3 40  
70-72 0,6 30 
1,5 10 
0,5 менше 5 80-82 
1,5 1 
       1) використано 11 
Тому було цікаво дослідити вплив цього препарату на фаги МКБ. 
Застосовували режими обробки, рекомендовані МВ на цей засіб: (0,3-1,0) % засобу, 
час експозиції (20-60) хв. Згідно з МВ задеклароване поступове підвищення 
ефективності засобу при збільшенні температури реакційного розчину від 20 до 80 
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°С. Тому досліджували температурну залежність впливу засобу, тобто під час так 
званої «холодної дезінфекції» за температури (20-22) °С та нагрівання за 
температури 70 °С, 80 °С. Результати досліджень показали, що під час «холодної 
дезінфекції» за використання ДЗ № 7 титр фагів знизився неістотно. Після 60 хв 
такої обробки за максимальної концентрації хімічного фактору (згідно МВ) 
загинуло в середньому лише 12,5 % фагів, в той час як при нагріванні за 70 °С 
загинуло у (3,6-4,0) разів більше фагів залежно від початкового рівня. Отже, 
одночасне використання двох чинників (температура та хімічний засіб) мало 
більший протифаговий ефект [308]. При збільшенні температури до (80-82) °С 
обробка 1,0 % розчином ДЗ впродовж 20 хв давала стійкий противірусний ефект 
незалежно від рівня вихідного забруднення (табл. 4.22).  
Таблиця 4.22. Динаміка впливу деззасобу №7 на бактеріофаги1) 
 Хв Концентрація робочого розчину, % (за препаратом) 
0,3 %,  
20-
24°С 
0,3 %, 
70-
72°С 
0,6 %, 
20-
24°С 
0,6 %, 
70-
72°С 
1,0 %,  
20-
24°С 
1,0 %, 
70-
72°С 
1,0 %, 
80-
82°С 
3,0 %, 
80-
82°С 
0 108 БУО/см3 -  VI рівень фагового забруднення2) 
20 108 105 108 105 108 105 101 0 
40 108 105 107 105 107 105 0 0 
60 108 105 107 104 107 104 0 0 
0 106 БУО/см3 - III рівень фагового забруднення2) 
20 106 105 106 105 106 103 0 0 
40 106 105 105 105 105 103 0 0 
60 106 105 105 104 104 103 0 0 
    1) використано фаг 11, 2) титр фагів, БУО/см3 
Пероксид водню, як єдина діюча речовина (у складі ДЗ №7) за температури (20-
22) ºС був значно слабкішим за протифаговою дією ніж у сполученні з НОК (ДЗ № 
1). Високий фагоцидний вплив ДЗ з такими діючими речовинами, як пероксид 
водню та надоцтова кислота, комплекс четвертинних амонієвих сполук було 
встановлено також іншими науковцями [161].  
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Висновки до розділу 4. 
Досліджено структуру популяції фагів циркулюючих на молокопереробних 
заводах України. Визначено рівні фагового забруднення та їх вплив на 
технологічний процес та якість молочної продукції. Досліджено основні біологічні 
властивості промислових фагів, виділених із зразків ряду молокопереробних 
підприємств різних географічних місць України впродовж 2007-2018 рр. Фаги L. 
lactis ssp. за морфологічною будовою, поліпептидним профілем та за результатами 
ПЛР-ідентифікації ідентифіковано до родини Siphoviridae: 1) морфотип В1 вид 936 – 
38,1 % від загальної кількості фагів; 2) морфотип В1 вид Р335 – 9,5 % та 3) 
морфотип В2 вид с2 – 19,0 % фагів. Фаги S. thermophilus класифіковано до трьох 
видів: 1) група cos-типу склала 14,4 % від загальної кількості; 2) група pac-типу 
склала 9,5 % та 3) 987 група – 9,5 % фагів. Встановлено тісний зв'язок між виходом 
фага і індексом літичної активності, коефіцієнт кореляції r=0,92 (n=16; p < 0,05). 
Отже, встановлюючи параметри циклу розвитку можна прогнозувати потенційну 
небезпеку бактеріофагів щодо промислових штамів МКБ.  
 Найбільш чутливими до дії високих температур були фаги L. lactis (с2 вид, 
морфотип В2) – втрачали інфекційність за режиму пастеризації молока при 
температурі 90 °С впродовж не менше 30 хв, а фаги 936 виду – за 90 °С впродовж 60 
хв. Фаги S. thermophilus характеризувались більшою термостійкістю ніж фаги L. 
lactis, про що свідчили менші значення показника константи швидкості 
термоінактивації, та в даних умовах зберігали свою життєздатність. Найбільшою 
протифаговою дією характеризувались деззасоби з такими активними речовинами, 
як: пероксид водню та надоцтова кислота (НОК), четвертинні амонієві сполуки 
(ЧАС); активний хлор; похідні гуанідину. Експериментально обгрунтовано, що для 
вибору ефективного режиму протифагової обробки (формула та МІК деззасобу, 
температура, час експозиції) необхідно визначити вихідні показники фагового 
моніторингу: рівень фагового забруднення, вид та властивості фагів, які 
циркулюють на конкретному підприємстві. За матеріалами досліджень опубліковано 
12 статей [274, 278-280, 293, 308, 312-314, 318-320] та матеріали 6 тез науково-
практичних конференцій [272, 306, 311, 315-317].  
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РОЗДІЛ 5. РОЗРОБКА КОМПЛЕКСНОГО ПІДХОДУ КОНТРОЛЮ 
ІНГІБІТОРІВ РОСТУ ЗАКВАШУВАЛЬНОЇ МІКРОБІОТИ 
 
5.1. Науково-практичні основи мікробіологічного контролю на 
молокопереробних підприємствах 
 
Отримати молоко, яке не містить бактерій, практично не можливо. Навіть за 
суворого дотримання усіх правил і вимог гігієни свіжовидоєне молоко може містити 
декілька десятків тисяч бактерій у 1 см3 [321]. Велика ймовірність також вторинної 
контамінації практично на кожному з етапів виробництва того чи іншого продукту 
[1, 322-323]. 
 Рівень загального бактеріального забруднення характеризує санітарно-гігієнічні 
умови отримання, зберігання, транспортування молока, а також дозволяє віднести 
його до того чи іншого гатунку, та лише опосередковано гарантує якість молока –
сировини [262, 322-323]. 
 Проведено мікробіологічний контроль проб молочної сировини (молоко, 
призначене для переробки, яке піддавалося попередній фізичній обробці (фільтрації, 
охолодженню) для вивчення спектру бактеріальних контамінантів. Відповідно до 
ДСТУ 3662:2018 молоко-сировина в залежності від гатунку повинно містити не 
більше ніж 100-500 тис. КУО/см3 мезофільних аеробних та факультативно-
анаеробних мікроорганізмів (КМАФАнМ) [30]. Нами встановлено, що більшість 
зразків молока сирого, а саме 63,3 % відповідали нормам ДСТУ 3662:2018 за цим 
показником (рис. 5.1). Разом з тим, якщо визначити вміст дріжджів, плісені, бактерій 
групи кишкових паличок (БГКП), спороутворювальних мікроорганізмів, 
солестійких бактерій, мікрококів, стафілококів та ін. - перелік «чистої» та безпечної 
сировини не тільки для ЗМ, але і для споживача обмежується 12,2 % зразків.  
Отже, для об’єктивнішого аналізування молока-сировини важливо знати не 
лише загальну кількість мікроорганізмів, але й якісний склад мікрофлори. 
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Рис. 5.1. Розподіл зразків молока-сировини на гатунки  
за показником КМАФАнМ, n=82 
 
 
 
Рис. 5.2. Мікробіологічний профіль молока-сировини, n=82 
    - мінімальне значення показника;    
 - максимальне значення показника. 
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Домінуючою мікрофлорою сирого молока були МКБ. Іх частка від загальної 
кількості МАФАнМ складала (72,9-90,8) % залежно від зразка (рис. 5.2). У більшості 
зразків молока-сировини виявлено психротрофні бактерії, які можуть розвиватись 
під час зберігання молока за низьких температур та провокувати різні вади та 
псування цільових продуктів: гіркоту, неприємний присмак та запах тощо. До цих 
мікроорганізмів відносяться такі забруднювачі, як: дріжджі, плісені, мікрококи, 
спороутворювальні бактерії, бактерії групи кишкових паличок, деякі види умовно-
патогенних та патогенних бактерій. Зокрема, виявлено Escherichia coli у 34,1 % 
зразків у титрі до 104 КУО/см3, що свідчить про низький рівень санітарно-гігієнічних 
умов виробництва, транспортування та зберігання сировини. Крім того, в деяких 
зразках виявлено Staphylococcus aureus у титрі до 5,0х104 КУО/см3, що є непрямим 
свідченням домішки маститного молока.  
У сировині визначено наявність спороутворювальних паличок роду Bacillus ssp. 
у значному титрі – десятки-тисячі КУО/см3, що становить 46,8 % від МАФАнМ. 
Таке молоко є неприйнятним для отримання якісних молочних продуктів. Увага до 
цих бактерій зумовлена тим, що психротрофи володіють високою біохімічною 
активністю, здатні до продукції позаклітинних протеолітичних та ліполітичних 
ферментів, більшість з яких є термостійкими. Тому теплова обробка молока 
інактивує лише вегетативні форми психротофних бактерій [262], однак наявність 
продукованих ними ферментів може призвести до надлишкового ліполізу та 
протеолізу, зумовлюючи такі вади готового продукту, як: прогірклий, фруктовий 
або гіркий смак ферментованих молочних продуктів. Розвиток дріжджів, плісняв, 
мікрококів, псевдомонад на поверхні може стати причиною появи пігментних плям, 
слизу, зміни кольору кисломолочних продуктів і сирів [322].  
Проведений розширений мікробіологічний контроль показав наявність до 24,9 
% технологічно-шкідливих термостійких мікроорганізмів у досліджуваних пробах 
(які витримують пастеризацію) як кокової форми, так і термостійкі молочнокислі 
палички у високому титрі. Такі мікробні забруднювачі призводять до надмірного 
підвищення кислотності під час виробництва молочних продуктів, надають 
перекислого смаку молоку під час зберігання, нечистого присмаку, 
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характеризуються високою стійкістю до дії миюче-дезінфікуючих засобів [322].  
 Важливим показником якості молока-сировини, зокрема сиропридатності є 
вміст маслянокислих бактерій - кількість спор мезофільних анаеробних 
лактатзброджувальних бактерій. Сиропридатним вважається молоко, що містить не 
більше 10 спор маслянокислих бактерій у см3  (у виробництві сирів з низькою 
температурою нагрівання) та не більше 2 спор у см3  (у виробництві сирів з високою 
температурою нагрівання). Натомість за нашими спостереженнями кількість спор 
Clostridium tyrobutyricum інколи сягала значень 102 КУО/см3. 
Проведені дослідження показали, що технологічно-шкідлива мікрофлора, як 
правило, представлена широким спектром мікроорганізмів, які для людини не є 
небезпечними, але вони істотно впливали на якість сировини та в майбутньому 
порушували перебіг технологічного процесу виробництва та якість готових 
продуктів – консистенцію, смак, стійкість за зберігання тощо. Наприклад, якщо 
молоко-сировина мало гіркий смак, то це відбувалось у результаті життєдіяльності 
термостійких спороутворювальних бацил з високим рівнем протеолітичної та 
ліполітичної активностей. Як відомо, окремі представники цього роду можуть 
всього за декілька годин повністю розщепити білки та жир молока, що, звичайно, 
обумовлює низьку якість продукту. Забруднення молока дріжджами та плісенню – 
не тільки погіршувало органолептику (прогірклість, нечистий смак та запах), а й 
істотно скорочувало термін його зберігання. У виробництві сирів такі вади, як раннє 
та пізнє спучування викликані контамінацією молочної сировини БГКП та 
анаеробними спороутворювальними мікроорганізмами (зокрема, маслянокислими 
бактеріями), відповідно. Термостійкі палички призводили до надмірного 
підвищення кислотності молока під час зберігання, нечистого присмаку. Водночас 
стороння мікрофлора може бути доволі агресивною по відношенню до людини. 
Порушення правил гігієни та санітарії може призвести до забруднення молока-
сировини умовно патогенними та патогенними мікроорганізмами. Наприклад, 
молоко-сировину, що містило коагулазопозитивні стафілококи у титрі (103-105) 
КУО/см3 не можна взагалі використовувати для виробки молочних продуктів [322 - 
324]. Тому для оцінки якості молочної сировини та для виявлення можливих причин 
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мікробіологічного псування продуктів доцільно проводити комплексні дослідження 
складу мікрофлори, тобто визначати в молоці не лише КМАФАнМ, але й кількість 
психротрофних, термофільних мікроорганізмів, а також наявність інших 
технологічно-шкідливих мікроорганізмів [323].  
 
5.2. Організація фагового моніторингу виробництва молочних продуктів 
 
Одним із важливих елементів вирішення проблеми фаголізису ЗМ є організація 
систематичного визначання та аналізування фагів на конкретному 
молокопереробному підприємстві – так званий фаговий моніторинг. 
 5.2.1. Розробка структури, методів фагового моніторингу. Підсумовуючи 
експериментальні данні нами визначено рівні, розроблено структуру фагового 
моніторингу, побудовану на концепції аналізування критичних точок і факторів 
ризику для здійснення захисту ЗМ від фагів впродовж технологічного процесу. 
Виділено три взаємопов’язаних рівня фагового моніторингу в промислових умовах. 
1. Перший рівень охоплює проведення скринінгових досліджень, основною 
метою яких є: оцінювання вихідного забруднення підприємства; розробка плану 
фагового моніторингу та заходів у напрямку поліпшення фагового стану окремих 
об’єктів або підприємства в цілому; встановлення джерел забруднення підприємства 
фагом; визначення видів фагів, поширених на підприємстві. 
2. Другий рівень включає розробку плану посиленого фагового контролю (на 
підставі аналізу результатів скринінгових досліджень), уточнення об’єктів 
досліджень, періодичності, порядку та методів досліджень, а також комплексу 
заходів з наступного поліпшення фагового стану підприємства. 
3. Третій рівень включає розробку та реалізацію системи постійно діючих 
протифагових заходів, а також систематичного нормального (або посиленого) 
фагового контролю згідно реального фагового стану на підприємстві. 
 Відповідно до мети і задач розроблено структуру фагового моніторингу, яка 
складається із наступних елементів:  
 моніторинг сировини; 
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 моніторинг заквасок, процесу та умов їх виготовлення; 
 моніторинг виробничого середовища; 
 моніторинг виробництва продуктів. 
 Фаговий моніторинг охоплює як пряме визначання забруднення фагами 
виробництва, так і систематичне спостереження, встановлення, реєстрування і 
аналізування факторів ризику. Факторами ризику фагового забруднення визнано 
такі: 
 порушення температурних і/або часових режимів підготування молока для 1) 
виробки кисломолочних продуктів і сирів і/або 2) приготування заквасок; 
 незадовільний технічний і/або санітарно-мікробіологічний, і/або гігієнічний 
стан обладнання, виробничих приміщень; 
 порушення правил виробничої санітарії, особистої гігієни, правил проведення 
мікробіологічних, технологічних робіт; 
 неправильна або неадекватна схема ротацій заквасок на підприємстві; 
 інші ситуації, які обумовлюють або сприяють зберіганню бактеріофагів, 
збільшенню їхньої кількості та розширенню видового спектру фагів. 
 Перелік об’єктів, що підлягають контролюванню, визначається особливостями 
виробничих схем і технологій виробництва продуктів на конкретному підприємстві, 
метою і задачами досліджень, рівнем організації фагового моніторингу, фаговим 
станом підприємства, можливостями мікробіологічної виробничої лабораторії. 
 До основних критичних точок аналізування на наявність фагів віднесено: 
 сире молоко та вершки, в яких завжди містяться МКБ і фаги; молоко сире на 
різних етапах його підготування для переробки (приймання, сортування, 
зберігання); 
 пастеризовані молоко та вершки, нормалізовану суміш (оскільки вони містять 
залишкову мікробіоту); 
 закваски (лізогенні МКБ, що можуть входити до складу ЗМ є потенційним 
джерелом фагів); для скринінгових досліджень рекомендується використовувати 
більший спектр тест-культур; 
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 заквашену суміш; 
 сироватку (відбір проб необхідно проводити на різних етапах виробки сирної 
маси: після розрізання згустку, після другого нагрівання, під час відділення зерна 
від сироватки, або під час формування та розрізання пласта), сирну масу;  
 готові продукти. 
До додаткових критичних точок аналізування на наявність фагів віднесено 
об’єкти виробничого середовища: 
 молоко сире збірне (після зберігання та дозрівання); 
 молоко від окремих постачальників; 
 обладнання та інструменти (ємності для зберігання, дозрівання молока); 
 молокопроводи; 
 ванни, котли, пристрої, посуд, які використовують під час виробництва 
продуктів; 
   повітря виробничих приміщень; 
 підлога, стіни та інші поверхні виробничих приміщень; 
  розсіл; 
 одяг співробітників; 
 інвентар для обробки обладнання та прибирання. 
Схему проведення досліджень з визначання бактеріофагів подано на рис. 5.3. 
Методи фагового моніторингу. Моніторинг фагів є надзвичайно важливим у 
виробництві молочних продуктів, і в галузі потрібні надійні методи швидкого 
виявлення фагів. Морфологічний аналіз уражених фагом клітин МКБ показав, що 
розмноження фага викликало значні цитологічні зміни: трансформацію зовнішнього 
виду бактеріальної клітини, втрату здатності цитоплазми до забарвлення. Деякі 
клітини змінювали свою форму: ставали більшими за розмірами, начебто розбухали, 
неприродньо видовжувались. За малого вмісту фага в культурі спостерігали так 
звану „аглютинацію” – склеювання окремих клітин культури без помітних ознак 
лізису. На рис. 5.4 показано морфологію клітин вихідної та інфікованої культури L. 
lactis ssp. lactis [325].  
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Рис. 5.3. Схема проведення досліджень з визначання бактеріофагів 
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Отримані результати пояснюються тим, що популяція клітин у культурі, як 
правило, гетерогенна. Відомо, що навіть у фагорезистентних культурах частка 
чутливих клітин складала 1 % [91]. Поява у популяції фагорезистентної культури 
чутливих клітин обумовлена втратою плазміди (чи плазмід), яка кодує стійкість до 
певного фагу. Це може відбуватись як спонтанно, так і індуковано під впливом 
певних фізико-хімічних факторів. Лізис 1 % клітин істотно не вплине на активність 
штаму в цілому, але поступово призведе до нагромадження фага під час 
виробництва, наприклад, закваски, ще більше його буде у сироватці при 
виробництві кисломолочного продукту чи сиру. Титр фага може збільшитись 
порівняно до вихідної культури на декілька порядків до 106 до 1010 БУО/см3. Тому 
так важливо різнобічно досліджувати заквашувальні штами, в тому числі відбирати 
гомогенні культури зі стабільними властивостями. Одним із методів перевірки 
однорідності культури є мікроскопія, яку на нашу думку необхідно проводити 
постійно (в тому числі на виробництві), помічаючи найменші відхилення у 
морфології культур закваски [325-326]. 
 
 
Рис. 5.4. Мікрофотограма L. lactis ssp. lactis IMB B-7234, 
світловий мікроскоп, імерсія, збільшення 10x100: 
1 - вихідна культура; 2 -інфікована культура 
 
Тест мікроскопіювання є непрямим методом виявлення фагочутливих штамів 
лактобактерій – важливий елемент фагового моніторингу. 
1
1 
2
2 
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Непрямими доказами фаголізису можуть також бути: 
 під час приготування виробничих заквасок, кисломолочних продуктів – 
подовження тривалості сквашування молока (або несквашування молока), 
сповільнення або призупинення кислотоутворення під час культивування заквасок і в 
процесі виробництва продуктів, низька титрована кислотність наприкінці 
культивування, низький рівень газо- та ароматоутворення у виробничих заквасках і 
готових продуктах; 
 під час виробництва сирів – уповільнення або відсутність наростання титрованої 
кислотності сироватки під час отримання та обробки сирного зерна, формування 
сирної маси, високий рівень рН сиру після пресування та впродовж перших 3-5 діб 
визрівання, невиражений смак, аромат і відсутність малюнку вічок зрілих сирів. 
 Одним із методів виявлення фагів є тестування активності заквашувальної 
мікрофлори, яку можна оцінити за допомогою вимірів активної кислотності (од. 
рН), за зміною кольору індикаторної сполуки або за оптичною густиною. 
Відсутність або затримка росту кислотності порівняно з контролем свідчить про 
наявність у пробі фагу. За наявності фагів у пробі величина оптичної густини 
бактеріальної суспензії буде завжди нижчою порівняно до контролю (культура без 
фага). Як видно з даних таблиці 5.1, якщо до заквашувальної мікробіоти потрапив 
фаг, то їх взаємодія залежить від властивостей бактерій та фага. Так, якщо культура 
чутлива до фага – відбулось її інфікування, згодом призупинилась її 
кислотоутворювальна активність. Активна кислотність (рН) змінювалась повільно і 
неістотно, коагуляції молока не відбулось навіть через 24 год. Натомість титр фага 
після 6 год культивування зріс у (3,8-15,8) тис. разів (залежно від культури) 
порівняно до початкового вмісту. Інфікування чутливих культур фагом призводило 
до лізису їх клітин – вміст життєздатних бактерій зменшився на 6 год у (4,2-14,5) 
тис. разів до початкового вмісту [318]. У разі інфікування комплексної системи, що 
складалась з чутливої та стійкої до внесеного фага культур титр фага зростав за 
рахунок лізису фагочутливої культури. Натомість фагостійка культура 
забезпечувала молочнокисле бродіння – зростала кислотність, вміст бактерій, 
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відбулось зсідання молока. Динаміка показників такої бактеріальної системи майже 
не відрізнялась від неінфікованої стійкої одноштамової культури (див. табл. 5.1). 
Таблиця 5.1. Зміна активності ЗМ та титру фага у різних бактеріальних системах 
Показники Система: бактерія(ї) з або без фага 
рН (од.) після 
культивування 
впродовж, год: 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
24 
Т-)а Т-+ 
S27-1 
Т- 
+Т+)б 
Т-+Т+ 
+S27-1 
М-)в М-+ 
11 
М- 
+М+)г 
М-+М+ 
+ 11 
6,06 6,04 5,86 5,89 5,75 5,78 5,62 5,65 
5,90 5,91 5,66 5,68 5,57 5,54 5,44 5,45 
5,71 5,87 5,32 5,37 5,48 5,38 5,30 5,23 
5,59 5,87 5,06 5,14 5,39 5,39 5,17 5,14 
5,49 5,90 4,89 4,96 5,33 5,44 5,09 5,12 
5,43 5,93 4,83 4,87 5,28 5,47 5,03 5,10 
4,82 5,24 4,49 4,36 4,75 5,52 4,38 4,33 
Коагуляція 
молока через 24 
год 
+ - + + + - + + 
Титр фага через 6 
год, lg БУО)д 
- 9,89 - 9,69 - 10,31 - 10,19 
Вміст бактерій 
через 6 год, 
lgКУО)е 
8,34 4,31 8,19 7,87 8,25 3,77 8,36 8,30 
        аТ- - фагочутливий штам S. thermophilus 27/1; бТ+ - фагостійкий штам  
       S.thermophilus 2127; вМ- - фагочутливий штам L. cremoris C3;  
          гМ+ - фагостійкий штам L.  cremoris 1214; д – початковий титр – 
       1,3×106 НК/см3; е – початковий вміст – 8,7×107 КУО/см3 
 
Отже, створення та застосування багатокомпонентних заквасок – це один із 
способів гарантування успішної ферментації. Оскільки, якщо відбулось ураження 
фагом певного штаму, то інші компоненти ЗМ (стійкі до цього фагу) будуть 
продовжувати функціонування і забезпечать необхідні показники технологічного 
процесу виробництва того чи іншого молочного продукту. Для підтвердження 
наявності фагів, які спричинили порушення інтенсивності розмноження та 
метаболізму ЗМ, необхідно проводити пряме визначання бактеріофагів. Методи, що 
ґрунтуються на властивості фагів репродукуватись на чутливому штамі бактерій, є 
технічно найдоступнішими в умовах виробництва. У разі якісного визначання 
бактеріофагів застосовують метод «краплі» або метод „збігаючої” краплі, а для 
кількісного - метод «подвійного» агару [327].  
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 На рис. 5.5 показано варіанти морфології зон лізису.  
 
1-стерильна зона, всередині 
вторинний ріст культури 
2-мутна зона лізису,  
по краям ореол 
3-чітка 
стерильна зона 
   
4-зона з рівним краєм, діаметром 
2,8-5,0 мм, ореол невеликий 
5-зона з нерівним краєм, діаметром 
1,8-2,3 мм, без ореолу 
6-зона з рівним краєм, діаметром 
0,8-1,5 мм, без ореолу 
   
 
Рис. 5.5. Характер зон фаголізису штамів МКБ:  
1-3 - метод «збігаючої» краплі; 3-6 - метод «подвійного» агару 
 
Очевидним фактом є те, що більшою чутливістю характеризується метод 
«подвійного» агару, оскільки це кількісний метод. Але, якщо необхідно провести 
моніторинг великої кількості зразків у стислі строки, ми пропонуємо 
використовувати метод „збігаючої” краплі, який може слугувати як експрес-
дослідження [328].  
Для оцінки чутливості методу „збігаючої” краплі проведено порівняльне 
тестування результатів методів „збігаючої” краплі та «подвійного» агару. 
Встановлено, якщо не зафіксовано зони лізису чи окремих негативних колоній (НК) 
методом „збігаючої” краплі – фаг, здатний лізувати тест-культуру в зразку 
відсутній, або його кількість менше 10 БУО/см3. Якщо у „збігаючій” краплі зразка 
міститься до 10 НК – титр фагів становить (101-104) БУО/см3. Якщо у „збігаючій” 
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краплі зразка формується зона суцільного лізису – титр фагів 105 БУО/см3  і більше 
(табл. 5.2) [328]. 
Таблиця 5.2. Порівняння результатів методів детекції фагів 
 
Тест-культура «Подвійний» агар, 
БУО/см3 
„Збігаюча» крапля 
Зразок № 1 
ИК1 2 - 
ИК2 6 - 
ИК3 - - 
ИК4 101 5 НК 
ИК5 - - 
Зразок № 2 
ИК1 - - 
ИК2 102 3 НК 
ИК3 101 2 НК 
ИК4 104 10 НК 
ИК5 106 суцільний лізис 
Зразок № 3 
ИК1 - - 
ИК2 103 6 НК 
ИК3 10 4 НК 
ИК4 106 суцільний лізис 
ИК5 107 суцільний лізис 
Зразок № 4 
ИК1 - - 
ИК2 1 - 
ИК3 105 суцільний лізис 
ИК4 106 суцільний лізис 
ИК5 106 суцільний лізис 
 
Бактеріофаги можна визначати, спостерігаючи їх за допомогою трансмісійної 
електронної мікроскопії.  
На рис. 5.6 показано, що в зразку сироватки сироробного підприємства «Х» 
були присутні фаги з ікосаендричними головками. 
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Рис. 5.6. Електронограма фагів, виявлених у сироватці 
 
Проведено статистичну обробку даних електронної мікроскопії за допомогою 
програми Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., 2001; www.statsoft.com). У результаті 
побудовано графіки нормальності розподілу даних щодо розмірів капсидів і 
білкових чохлів хвостів, отриманих за допомогою тесту на нормальність 
Холмогорова-Смирнова (Kolmogorov-Smirnov test), і графік розподілу параметрів 
значень розмірів капсидів і відповідних їм значень білкових чохлів хвостів фагів 
(рис. 5.7-5.8). На підставі проведених статистичних розрахунків достовірно 
встановлено, що зразок сироватки підприємства «Х» містив фаги морфотипу В1 
діаметр ікосаедричного капсиду – (42,46±2,63) нм, довжина хвоста – (160±32,28) нм, 
р≤0,05 (табл. 5.3). 
Опрацьовано умови ПЛР для детекції та ідентифікації фагів різних видів у 
промислових зразках сироватки. На рисунках 5.9-5.10 показано результати 
моніторингу сироваток двох заводів I і II. Встановлено, що сироватки № 1 та № 5 
заводу I містили фаги трьох видів с2, 936 (низької концентрації) та Р335, сироватки 
№ 2, 3 та 4 були «чистими» (рис. 5.9). 
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Histogram: Tail, nm
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Рис. 5.7. Графіки нормальності розподілу даних щодо розмірів  
капсидів і хвостів фагів, виявлених у сироватці: 
тест на нормальність Холмогорова-Смирнова (Kolmogorov-Smirnov test) 
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Рис. 5.8. Графік розподілу параметрів значень розмірів капсидів і відповідних 
їм значень хвостів фагів, виявлених у сироватці 
 
Таблиця 5.3. Статистична обробка даних електронної мікроскопії 
Мор
фот
ип 
Структ
урний 
елемент 
N Сер. 
знач. 
Мін. 
знач. 
Макс. 
знач. 
Диспер-
сія 
Ст. 
відх. 
Ст.помилка 
визнач. 
середнього 
В1 Капсид, 
нм 
75 42,46 33,41 48,12 6,83 2,61 0,30 
Хвіст, 
нм 
75 160,1
5 
51,05 340,51 1041,95 32,28 3,73 
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Рис. 5.9. Електрофореграма продуктів ПЛР на ДНК з сироваток 1-5, завод I 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 5.10. Електрофореграма продуктів ПЛР на ДНК з сироваток 1-8, завод II: 
 
ПЛР проводили з використанням праймерів до генетичних видів фагів c2 – 474 п.н., P335 – 
682 п.н. та 936- 179 п.н. К-негативний контроль ПЛР без додавання матриці. М–маркер 
молекулярних мас GeneRuler™ DNA Ladder Mix (“Thermo Scientific, Fermentas”) 
  с2,  
474 п.н. 
    200 п.н 
. 
   1000 п.н. 
   500 п.н. 
  P335,  
682 п.н. 
   1000 п.н. 
   500 п.н. 
    200 п.н 
. 
   500 п.н. 
    100 п.н 
. 
  936,  
179 п.н. 
   1000 п.н. 
1        2       3     4       5       6       7       8      9    
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Іншу картину спостерігали у зразках сироватки заводу II. Для праймерів до 
генетичного виду с2 отримано фрагменти ПЛР практично в усіх перевірених зразках 
сироватки (окрім № 6), але з різною концентрацією; для 936 виду - у трьох зразках 
(№ 6, 7 та 8) дуже низької концентрації; та для виду фагів Р335 - у трьох з восьми 
досліджуваних зразків (№ 4, 5 та 6) (рис. 5.10). Тобто зразки сироватки були 
контаміновані одним (№ 1-3) або двома фагами (№ 4-8). 
 
5.2.2. Застосування фагового моніторингу у виробничій практиці.  
По-перше: фаговий моніторинг встановлює біологічні джерела та рівень 
акумуляції фагів на тому чи іншому підприємстві. Це продемонстровано на 
прикладі аналізу зразків: сирого і пастеризованого молока, виробничих заквасок, 
змивів з обладнання, сироватки, отриманих на 7-ми сироробних підприємствах 
України. Встановлено, що підсирна сироватка містила найбільшу кількість фагів від 
10 до 105 БУО/см3, залежно від зразка (рис. 5.11) [266].  
 
частота виявлення фагів, 
% від обстежених зразків
80%
сироватка
25%
змиви
10%
закваска
20%
пастер.
молоко
60%
сире молоко
 
Рис. 5.11. Джерела виявлення фагів МКБ на сироробних заводах 
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Рис. 5.12. Динаміка вмісту фагів у сироватці під час виробництва сиру 
 
Досліджено динаміку вмісту фагів у сироватці за промислового виробництва 
сиру „Російського” впродовж одного робочого дня (рис. 5.12). У сироватках останніх 
варок сиру визначено максимальну концентрацію фагів, що свідчить про їх 
розмноження впродовж технологічного циклу. Крім того, зразки цих сироваток 
містили фаги з широким спектром літичної дії - лізували від 20 до 80 % тест-культур 
[266]. 
Проведено розширений аналіз трьох молокопереробних підприємств. 
Встановлено, що важливим фактором ризику - джерелом накопичення фагів на 
виробництві є повітря виробничих приміщень. Так, на прикладі заводу № 1 
показано, що контролювання лише обладнання не дає змоги виявити джерело появи 
фагів у продуктах. На прикладі заводу № 2 показано, що частота контамінації 
фагами зразків повітря у 1,3 рази більша ніж обладнання. А на заводі № 3 повітря 
виробничих приміщень вже у 2,2 рази більше контаміноване фагами ніж 
обладнання. Титр фагів становив (103–104 ) БУО/м3 повітря. Отже, повітря – вагомий 
фактор ризику фагового розповсюдження у промислових умовах, що потребує 
ретельнішого контролювання. Як правило, більшої уваги на молокопереробних 
заводах приділяють контролю мікробіологічної чистоти обладнання, воно регулярно 
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миється і дезінфікується. Обробка ж повітря застосовується інколи та не має 
системного характеру. Ще більш небезпечним джерелом появи фагів на виробництві 
є сировина. Встановлено, що сировина майже у 1,5 рази частіше забруднена фагами 
ніж обладнання (рис. 5.13, завод №3) [329].  
Отже, фаговий моніторинг на молокопереробних підприємствах повинен 
містити комплекс досліджень: контроль повітря виробничих приміщень; визначення 
наявності фагу на обладнанні; в молочній сировині та продукції.  
Програма розширеного фагового моніторингу дозволяє: виявити фактори 
ризику, що спричиняють або сприяють відхиленню фагової ситуації від норми; 
розробити та реалізувати комплементарні протифагові заходи, як профілактичні за 
відсутності фагів, так і для знищення фагової інфекції [329].  
У результаті аналізування експериментальних даних нами розроблено схему 
фагового контролю виробництва ферментованих молочних продуктів (табл. 5.4). 
По-друге: фаговий моніторинг дозволяє провести аналіз фагового стану 
конкретного підприємства за допомогою розрахунку фагових формул. Результати 
аналізу 10-ти молокопереробних підприємств подано в таблиці 5.5.  
Як свідчать данні таблиці 5.5 лише один завод № 1 характеризувався безпечним 
фаговим станом - рівень фагового забруднення не перевищував 101 БУО/см3. 
Натомість більшість підприємств (60 % від заг.) характеризувались II рівнем фагової 
контамінації – титр фагів становив (102 -104) БУО/см3. На 7-ми заводах циркулювали 
фаги з широким спектром літичної дії. Встановлено, що показник Сф, який показує 
кількість видоспецифічних фагів, корелював з Kk коефіцієнтом контамінації. 
Обрахуванням коефіцієнту кореляції було встановлено достовірний зв’язок між 
цими характеристиками - коефіцієнт кореляції був позитивним і мав значення 
rs=0,78 (n = 10, p < 0,05). Це доволі тісний зв'язок, що дозволило зробити висновок: 
виявлення різних за видоспецифічністю фагів свідчить про незадовільний фаговий 
стан, небезпечне фагове забруднення об’єкта [266, 329]. 
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Рис. 5.13. Аналіз факторів ризику-джерел фагів на виробництві
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Таблиця 5.4. Контрольні точки та періодичність фагового контролю виробництва ферментованих молочних продуктів 
Назва 
продукту 
Спрощений контроль Стандартний контроль Посилений контроль 
Контрольні 
точки 
Періодичність 
контролю 
Контрольні точки 
Періодичність 
контролю 
Контрольні точки 
Періодичність 
контролю 
Виробнича 
закваска 
Виробнича 
закваска з 
заквасочника 
Не рідше 1 
разу на місяць 
Виробнича закваска з 
заквасочника 
не рідше 2 
разів на місяць 
Пастеризоване молоко, БК, 
заквашене молоко, виробнича 
закваска з заквасочника 
щоденно 
Рідкі 
ферментовані 
продукти 
Заквашена 
молочна суміш 
Не рідше 1 
разу на місяць 
Пастеризована молочна 
суміш, заквашена 
молочна суміш 
не рідше 2 
разів на місяць 
Пастеризована молочна суміш, 
молочні компоненти, активі-
зований БК, заквашена молоч-
на суміш, готовий продукт 
щоденно 
БП кожна партія 
Сметана,  
масло та 
спреди 
кисловеркові 
Заквашені 
вершки 
Не рідше 1 
разу на місяць 
Пастеризовані вершки, 
заквашені вершки 
не рідше 2 
разів на місяць 
Пастеризовані вершки, 
активізований БК, заквашені 
вершки, готовий продукт 
щоденно 
БП кожна партія 
Сир 
кисломолоч-
ний 
Заквашена 
молочна суміш 
Не рідше 1 
разу на місяць 
Пастеризована молочна 
суміш, заквашена 
молочна суміш  
не рідше 2 
разів на місяць 
Пастеризована молочна суміш, 
активізований БК, заквашена 
молочна суміш, сироватка, 
готовий продукт 
щоденно 
БП кожна партія 
Сир та сирні 
продукти 
Заквашена 
молочна суміш, 
сир після 
пресування 
Не рідше 1 
разу на місяць 
Пастеризована молочна 
суміш, заквашена 
молочна суміш, 
сироватка, сир після 
пресування 
не рідше 2 
разів на місяць 
Пастеризована молочна суміш, 
активізований БК, заквашена 
молочна суміш, сироватка, сир 
після пресування, розсіл, сир 
після соління, зрілий сир 
кожна партія 
БП кожна партія 
Моніторинг 
виробництва 
- - Повітря виробничих 
цехів та заквашу-
вального відділення, 
змиви з обладнання, 
інвентарю 
не рідше 2 
разів на місяць 
повітря виробничих цехів та  
заквашувального відділення, 
змиви з обладнання, інвен-
тарю  
щоденно 
204  
Таблиця 5.5. Показники фагового моніторингу1) 
Об’єкт 
дослідження 
Кф  
кількість 
фагів  
Сф  
широта 
спектру 
фагів  
Рівень 
забруднення 
Kk  
коефіцієнт 
контамінації, 
% 
Завод №1, 
Черкаська обл. 
4 1 I рівень 28,5 
Завод 2, 
Київська обл. 
4 1 II- III рівень 28,5 
Завод 3, 
Полтавська 
обл. 
10 3  II рівень 71,4 
Завод 4,   
м. Київ 
7 3 II рівень 50,0 
Завод 5, 
Миколаївська 
обл. 
3 2 II рівень 21,4 
Завод 6, 
Київська обл. 
8 3 II рівень 57,1 
Завод 7, 
Тернопільська 
обл. 
6 2 II рівень 42,8 
Завод 8, 
Житомирська 
обл. 
5 1 III рівень 35,7 
Завод 9, 
Київська обл. 
12 3 II- III рівень 85,7 
Завод 10,  
м. Київ 
8 3 II рівень 57,1 
      1) Кт - 14 шт.; кількість зразків n=156 
По-третє: фаговий моніторинг встановлює фагостійкість/фагочутливість 
заквашувальних культур (ЗК). Так, у результаті фагового моніторингу сироробного 
підприємства «Х» встановлено, що ЗК різних виробників для виробки сиру 
„Голландський” відрізнялись за фагочутливістю. З рисунку 5.14 видно, що ЗК № 2 та 
№ 4 частіше страждали від фагових атак, можливо, на виробництві виникли нові 
агресивніші щодо них фаги. ЗК № 2 та № 4 були фагочутливими і потребували 
застосування ротаційних або інших профілактичних заходів. Отже, від виду та 
властивостей ЗК залежить інтенсивність розмноження фагів на виробництві. 
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Рис. 5.14. Кількість випадків фаголізису, %  
залежно від виду заквашувальної культури (ЗК) 
 
Важливим зовнішнім джерелом фагів МКБ можуть бути сухі бактеріальні 
концентрати (БК). Результати фагового моніторингу виробничих заквасок та БК 
різних виробників показано у таблиці 5.6. Цікаво, що для виробництва закваски 
виробником № 3 був застосовано БК виробника № 2, який не містив фагів. Однак, у 
виробничій заквасці виявлено фаги МКБ. Отже, зараження фагами відбулось на 
підприємстві № 3 саме під час готування закваски [325].  
В зразках БК з титром фагів 106 БУО/см3 (III рівень) виявлено гомологічні фаги 
не тільки до застосованих тест-культур, але й до штамів-складників цих препаратів. 
Такий високий вміст фагів може мати загрозливі наслідки для ферментаційного 
процесу, оскільки велика ймовірність виникнення мутантних фагів зі зміненим 
спектром літичної дії  [330]. Треба згадати про ще одне явище, яке може мати місце 
у разі високого рівня забруднення фагами. Відомо, що фаги утворюють лізини під 
час свого розмноження на чутливому штамі, які розчиняють (за принципом 
лізоциму) клітинні стінки фагонечутливих штамів лактококів та МКБ інших 
таксонів [91]. Проведені нами дослідження виявили достатньо загрозливу фагову 
ситуацію на обстежених підприємствах. Серед головних причин - порушення правил 
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готування бактеріальних заквасок, концентратів та продуктів; низький рівень 
гігієни, культури виробництва та відсутність належного фагового контролю [325].    
Таблиця 5.6. Фаговий моніторинг бакконцентратів 
Джерело виділення Кількість 
зразків 
Наявність 
фагів 
Рівень 
забруднення Виробник Об’єкт дослідження 
 
 
 
 
 
Виробник №1 
Б/к сухий прямого внесення 
для сирів, п.1 
2 + II-III 
Б/к сухий прямого внесення 
для сирів, п.2 
2 + II-III 
Б/к сухий прямого внесення 
для сметани, п.1 
2 + III 
Б/к сухий прямого внесення 
для сметани, п.2 
2 - - 
Б/к сухий прямого внесення 
для сметани, п.3 
2 + II-III 
Б/к сухий прямого внесення 
для ряжанки, п.1 
2 + III 
Б/к сухий прямого внесення 
для ряжанки, п.2 
1 - - 
Виробник №2 Б/к сухий прямого внесення 
для біопродукта, п.1 
4 - - 
Виробник №3 Виробнича рідка закваска 
для біопродукта, п.1 
2 + II 
Виробник №4 Б/к сухий прямого внесення 
для сирів, п.1 
3 + III 
    
 
5.3. Розробка схем контролю технологічного процесу виробництва молочних 
продуктів 
 В Україні для здійснення контролю виробництва молочних продуктів 
керуються великою кількістю відповідних стандартів, настанов і нормативних 
документів (НД), що вносить певні складнощі в роботу виробничих лабораторій. 
Для оптимізації та упорядкування виробничого контролю створено науково 
обґрунтовану та експериментально підтверджену методологію мікробіологічного 
контролю на підприємствах молочної промисловості, яка відповідає міжнародній 
практиці молокопереробної галузі та забезпечує належний контроль якості та 
безпеки продукції. Необхідність таких досліджень зросла з орієнтацією вітчизняних 
виробників на випуск високоякісної та конкурентноздатної на міжнародному ринку 
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продукції. На підставі аналізування результатів теоретичних та експериментальних 
досліджень, опрацювання традиційних і сучасних методів було розроблено базові 
схеми здійснення мікробіологічного контролю сировини, молочної продукції та 
сирів, сформовано інтегральний перелік загальновживаних, інноваційних чи 
удосконалених особисто методів аналізування сировини, матеріалів, готової 
продукції, санітарно-гігієнічного стану виробництва відповідно до вітчизняних 
санітарних заходів, стандартів Codex Alimentarius, ISO, ІDF, системи HACCP.   
Порядок обов’язкового стандартного контролю виробництва продуктів 
переробки молока за мікробіологічними показниками в умовах виробничої 
лабораторії наведено у таблиці 5.7, до якого запропоновано долучити контроль 
фагів. За систематичного перевищення норм мікробіологічної безпеки за одним чи 
кількома показниками, встановленими чинними НД, виявлення специфічних 
органолептичних вад готового продукту, під час зміни технології виробництва, 
виникнення нештатних ситуацій, що можуть призвести до випуску небезпечної 
продукції, необхідно проводити посилений контроль санітарно-гігієнічного стану 
виробництва, сировини, виробничого процесу та готової продукції. Періодичність та 
точки відбору проб за посиленого контролю встановлюють, виходячи з конкретної 
внутрішньозаводської ситуації. Нами розроблено схеми мікробіологічного 
контролювання молочних продуктів за посиленого контролю. 
Таблиця 5.7. Порядок стандартного контролю виробництва молочних продуктів 
Стандартний контроль Рекомендована періодичність контролювання 
Контроль молочної сировини не рідше 1 разу на 10 діб 
Ефективність пастеризації: 
- контроль термограм щоденно 
- наявність БГКП після пастеризації не рідше 1 разу на 10 діб 
- змиви з обладнання, інвентарю  не рідше 1 разу на 10 діб 
- змиви з пакувальних матеріалів не рідше 1 разу в квартал з кожної партії 
- змиви з рук робітників, одягу не рідше 1 разу на 5 діб 
- повітря не рідше 1 разу на місяць 
- контроль фагів не рідше 2 рази на місяць 
Контроль виробничої закваски кожна партія 
Контроль питної води згідно з ДСанПін 2.2.4-171-10 
Контроль готових продуктів згідно з вимогами нормативних документів 
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На рис. 5.15. показано схему контролю виробництва рідких пастеризованих 
продуктів з молока, вершків, маслянки та сироватки згідно з етапами технології. 
Приймання сировини. Критичними контрольними точками (ККТ) під час 
приймання та резервування молочної сировини є температура та тривалість 
зберігання. При виробництві молочних продуктів, основною сировиною для яких є 
незбиране, знежирене молоко та/або сирі вершки, крім стандартного контролю, 
рекомендовано проводити посилений контроль сировини. У цьому разі у молоці-
сировині водночас з визначенням КМАФАнМ встановлюють кількість 
психрофільних та термофільних аеробних та факультативно-анаеробних 
мікроорганізмів, проводять визначення фагів МКБ. 
Пастеризація / стерилізація. У виробництві рідких продуктів з молока, 
вершків, маслянки та сироватки застосовують високотемпературну пастеризацію, 
конкретні параметри якої регламентовані чинними технологічними інструкціями 
(ТІ) на відповідні продукти. Під час теплової обробки щоденно необхідно 
контролювати термограми для кожної пастеризаційної або стерилізаційної 
установки. Контроль ефективності пастеризації оцінюють також за відсутністю 
БГКП у 10 см³ пастеризованої сировини після секції охолодження, проводять 
контроль мікрофлори та фагів МКБ. 
Охолодження. Після пастеризації продукт необхідно максимально швидко 
охолодити до температури (4-6) оС для обмеження розвитку залишкової мікрофлори.  
Фасування. Джерелом вторинного забруднення продукту під час фасування є 
обладнання, повітря та пакувальні матеріали. Контроль санітарно-гігієнічного стану 
пакувального матеріалу здійснюють шляхом відбирання змивів з їхньої поверхні та 
визначення мікробіологічних показників, фагів згідно з схемою (рис. 5.15). 
Санітарно-гігієнічний стан виробництва. Під час виробництва рідких 
пастеризованих та стерилізованих молочних продуктів ККТ є мікробіологічні 
показники повітря, змиви з обладнання, рук робітників та спецодягу, контроль 
умовно-патогенних та патогенних мікроорганізмів у змивній рідині, показники 
мікробіологічної безпеки питної води; та фаговий стан виробництва (рис. 5.15). 
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Рис. 5.15. Схема критичних контрольних точок у виробництві 
рідких пастеризованих та стерилізованих молочних продуктів 
 
Готовий продукт. Мікробіологічні показники, допустимі норми та 
періодичність контролювання рідких пастеризованих або стерилізованих продуктів 
з молока, вершків, маслянки та сироватки встановлено чинними НД. Порядок 
їхнього стандартного мікробіологічного контролю наведено у таблиці 5.8.  
 
 
 
 
  
210 
Таблиця 5.8. Мікробіологічні показники рідких пастеризованих або 
стерилізованих продуктів з молока, вершків, маслянки та сироватки 
Мікробіологічні показники Норма 
Періодичність 
контролювання 
Молоко питне пастеризоване (ДСТУ 2661-2010) 
КМАФАнМ, КУО/г, не більше 1105 не рідше 1 разу на 7 діб 
БГКП, не дозволено в об’ємі продукту, см3 0,1 не рідше 1 разу на 7 діб 
Молоко питне пряжене (ДСТУ 2661-2010) 
КМАФАнМ, КУО/г, не більше 2,5103 не рідше 1 разу на 7 діб 
БГКП, не дозволено в об’ємі продукту, см3 0,1 не рідше 1 разу на 7 діб 
Молоко питне ультрапастеризоване,  стерилізоване (ДСТУ 2661-2010) 
Вимоги промислової стерильності: 
Приріст титрованої кислотності, оТ, не більше 2 
кожна партія 
КМАФАнМ, КУО/см3, не більше 100 
Молоко питне з наповнювачами, збагачене  
макро (мікро) елементами, лактулозою, пребіотиками тощо  
Згідно з вимогами чинних нормативних документів 
Вершки та продукти на їх основі у спожитковому пакованні, стерилізовані, збагачені, 
збиті тощо 
Згідно з вимогами чинних нормативних документів 
Напої, коктейлі, киселі молочні та вершкові, з маслянки та сироватки,  
желе, соуси, креми, пудинги, муси, пасти, суфле молочні, вершкові,  
продукти з маслянки та сироватки 
Згідно з вимогами чинних нормативних документів 
 
У разі виявлення в готовому продукті вад мікробіологічного походження та 
перевищення встановлених норм нами запропоновано проводити посилений 
контроль технологічного процесу: контролювати вміст інгібуючих речовин, фагів 
МКБ; збільшити періодичність контролювання молока-сировини, знежиреного 
молока-сировини, солодкої маслянки-сировини або вершків за КМАФАнМ, 
сироватки та маслянки – за КМАФАнМ та БГКП; посилити контроль санітарно-
гігієнічного стану виробництва (повітря, змивів з обладнання, рук робітників та 
спецодягу, пакування) та вхідний контроль допоміжної сировини (для збагачених 
продуктів). У разі виявлення кислого смаку у рідких молочних продуктах 
рекомендовано проводити контроль наявності термостійких мікроорганізмів на 
технологічному обладнанні, кількості термофільних аеробних і факультативно-
анаеробних мікроорганізмів у сировині та готовому продукті, а також кількості спор 
мезофільних і термофільних аеробних і факультативно-анаеробних мікроорганізмів 
у сировині та готовому продукті. У разі гіркого смаку рідких молочних продуктів 
  
211 
рекомендовано проводити контроль на наявність психрофільних аеробних та 
факультативно-анаеробних мікроорганізмів. У разі «здуття» пакування додатково 
треба перевірити наявність у готовому продукті дріжджів та плісені.  
Контролювання виробництва ферментованих та термізованих продуктів з 
молока, вершків, маслянки та сироватки здійснюють за розробленою схемою, 
поданою на рис. 5.16. 
Приймання сировини. Контролювання мікробіологічних показників у 
сировині здійснюють аналогічно виробництву рідких пастеризованих продуктів. У 
виробництві ферментованих молочних продуктів (ФМП) з наповнювачами 
здійснюють також вхідний контроль допоміжної сировини.  
Пастеризація. Під час теплової обробки щоденно контролюють термограми 
для кожної пастеризаційної або стерилізаційної установки. Контроль ефективності 
пастеризації оцінюють також за відсутністю БГКП у 10 см³ пастеризованої сировини 
після секції охолодження. 
Заквашування, сквашування. У виробництві рідких ФМП з молока, вершків, 
маслянки та сироватки посиленою ККТ, порівняно з виробництвом рідких 
пастеризованих продуктів, є процес сквашування. Внесення в молоко після 
пастеризації заквашувальної мікробіоти (ЗМ) є обов’язковим етапом виробництва 
всіх ФМП (термізованих та нетермізованих). Склад ЗМ, дози та способи внесення, а 
також режими культивування регламентовано відповідними НД на продукт. 
ККТ під час заквашування та сквашування молочної суміші є температура, 
кількість ЗМ у заквашеній суміші, якість ЗМ та наявність фагів. Мінімально 
необхідний вміст життєздатних клітин ЗМ на різних етапах технологічного процесу 
виробництва ФМП наведено у таблиці 5.9. Для нормального перебігу 
мікробіологічних та біохімічних процесів у виробництві більшості ФМП кількість 
життєздатних клітин ЗМ у вихідній суміші повинна становити не менше 105 
КУО/см3. 
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Рис. 5.16. Схема критичних контрольних точок у виробництві  
ферментованих та термізованих молочних продуктів 
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Таблиця 5.9. Мінімально необхідний вміст заквашувальної мікробіоти впродовж  
виробництва ферментованих молочних продуктів 
 
Етап технологічного процесу 
Вміст клітин,  
не менше 
Суха бактеріальні закваска 108 КУО/г 
Рідка бактеріальна закваска 107 КУО/г 
Сухі та глибокозаморожені БК, БП 1010 КУО/г 
Активізований БК 107-108 КУО/см3 
Виробнича закваска 108 КУО/см3 
Заквашені суміші для виробництва ферментованих 
молочних продуктів (кисломолочні напої, сметана, сир 
кисломолочний тощо) 
105-106 КУО/см3 
Готовий продукт 
молочнокислі мікроорганізми 107-108 КУО/см3 
пробіотичні мікроорганізми 106-107 КУО/см3 
На кінець терміну 
придатності готового 
продукту 
молочнокислі мікроорганізми 107 КУО/см3 
пробіотичні мікроорганізми 106 КУО/см3 
 
Кількість життєздатних клітин ЗМ у готовому продукті повинна перевищувати 
їх кількість, що нормується на кінець терміну придатності, оскільки в процесі 
зберігання продукту відбувається зниження життєздатних клітин за рахунок їх 
відмирання. Швидкість відмирання залежить від виду ЗМ, температури зберігання 
продукту, значення рН та терміну придатності. У заквашеній суміші необхідно 
контролювати наявність фагів. 
Термізацію сквашених продуктів проводять за температури (64±4) оС з 
витримкою до 30 с для пролонгації термінів придатності продуктів. У результаті 
термізації знижується рівень вегетативних мікроорганізмів, у тому числі 
заквашувальних, тому їх чисельність не нормується. Після сквашування та/або 
термізації продукт необхідно охолодити до температури (4-6) оС для обмеження 
розвитку мікрофлори. 
Фасування. Джерелом вторинного забруднення ФМП під час фасування є 
обладнання, повітря та пакувальні матеріали. Контроль санітарно-гігієнічного стану 
пакувального матеріалу здійснюють шляхом відбирання змивів з їхньої поверхні для 
визначення мікробіологічних показників (рис. 5.16). 
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Санітарно-гігієнічний стан виробництва. Під час виробництва 
ферментованих та термізованих молочних продуктів ККТ мікробіологічної безпеки 
є мікробіологічні показники повітря, змиви з обладнання, рук робітників, спецодягу, 
контроль умовно-патогенних та патогенних мікроорганізмів у змивній рідині, 
показники мікробіологічної безпеки питної води, фаговий моніторинг виробництва. 
Готовий продукт повинен відповідати вимогам чинних НД. Мікробіологічні 
показники, допустимі норми та стандартна періодичність контролювання рідких 
ФМП з молока, вершків, маслянки та сироватки, які підлягають контролю у 
готовому продукті в умовах виробничої лабораторії, наведено в таблиці 5.10.  
У разі перевищення норми БГКП у готовому продукті, а також виявлення вади 
«здуття пакування», збродженого згустку переходять на посилений контроль БГКП 
зі збільшенням періодичності та кількості точок відбору змивів з обладнання, 
інвентарю, рук робітників, спецодягу та пакування. Також причиною «здуття 
пакування» можуть бути дріжджі та плісені, тому рекомендовано визначати їхню 
кількість. Якщо ФМП характеризуються надтокислим смаком, рекомендовано 
провести контроль наявності технологічно-шкідливої термостійкої мікрофлори. У 
разі її виявлення необхідно вжити додаткових заходів для дезінфекції обладнання 
(пропарювання, збільшення концентрації миюче-дезінфікуючих розчинів). 
Причиною невираженого смаку та запаху кефіру є недостатній розвиток ЗМ: 
молочнокислих, у т.ч. ароматоутворювальних, оцтовокислих бактерій та дріжджів. 
У разі виявлення гіркого або нечистого смаку ФМП рекомендовано провести 
аналізування у сировині та продукті кількості психрофільних аеробних та 
факультативно-анаеробних мікроорганізмів, кількості спор мезофільних і 
термофільних аеробних і факультативно-анаеробних мікроорганізмів (рис. 5.16). 
Зберігання. Рідкі ферментовані та термізовані продукти з молока, вершків, 
маслянки та сироватки рекомендовано зберігати за температури від 0 оС до 6 °С 
упродовж встановленого терміну, який гарантує мікробіологічну безпеку продукту.  
Зауважимо, що за виробничого контролю контролюється не лише молочна, а й 
допоміжна сировина, виробничий процес та готова продукція, а також санітарно-
гігієнічний стан виробництва. 
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Таблиця 5.10. Мікробіологічні показники рідких ферментованих та 
термізованих продуктів з молока, вершків, маслянки та сироватки 
Мікробіологічні показники Норма 
Періодичність 
контролювання 
Ряжанка, варенець (ДСТУ 4565:2006) 
МКБ, КУО/см3, не менше 1107 не рідше 1 разу на 10 діб 
БГКП, не дозволено в об’ємі продукту, см3 0,1 не рідше 1 разу на 5 діб 
Простокваша, простокваша мечніківська, ацидофільна (ДСТУ 4539:2006) 
МКБ, КУО/г, не менше 1107 не рідше 1 разу на 10 діб 
БГКП, не дозволено в масі продукту, г 0,1 не рідше 1 разу на 5 діб 
Плісені, КУО/г, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Дріжджі, КУО/г, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Йогурт з/без харчовими добавками або наповнювачами (ДСТУ 4343:2004) 
МКБ, КУО/см3, не менше 107 не рідше 1 разу на 10 діб 
БГКП, не дозволено в об’ємі продукту, см3 0,1 не рідше 1 разу на 5 діб 
Плісені, КУО/см3, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Дріжджі, КУО/см3, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Біойогурт з/без харчовими добавками або наповнювачами (ДСТУ 4343:2004) 
МКБ, КУО/см3, не менше 107 не рідше 1 разу на 10 діб 
Кількість бактерій ацидофільної палички, 
КУО/см3, не менше  
107 не рідше 1 разу на 10 діб 
БГКП, не дозволено в об’ємі продукту, см3 0,1 не рідше 1 разу на 5 діб 
Плісені, КУО/см3, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Дріжджі, КУО/см3, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Біфідойогурт з/без харчовими добавками або наповнювачами (ДСТУ 4343:2004) 
МКБ, КУО/см3, не менше 107 не рідше 1 разу на 10 діб 
Кількість біфідобактерій, КУО/см3, не менше  106 не рідше 1 разу на 10 діб 
БГКП, не дозволено в об’ємі продукту, см3 0,1 не рідше 1 разу на 5 діб 
Дріжджі, КУО/см3, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Плісені, КУО/см³, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Ацидофільне молоко (ДСТУ 4540:2006) 
МКБ, КУО/г, не менше 1·107 не рідше 1 разу на 10 діб 
БГКП, не дозволено в масі продукту, г 0,1 не рідше 1 разу на 5 діб 
Плісені, КУО/г, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Ацидофілін, ацидофільно-дріжджове молоко (ДСТУ 4540:2006) 
МКБ, КУО/г, не менше 1·107 не рідше 1 разу на 10 діб 
Кількість дріжджів, КУО/г, не менше 1·10³ не рідше 1 разу на 10 діб 
БГКП, не дозволено в масі продукту, г 0,1 не рідше 1 разу на 5 діб 
Плісені, КУО/г, не більше 50 не рідше 1 разу на 10 діб 
Напої та продути кисломолочні з/без харчовими добавками або наповнювачами, 
продукти термізовані кисломолочні,  збагачені біфідобактеріями та іншими 
пробіотичними мікроорганізмами, ферментовані напої з маслянки, сироватки з/без 
харчовими добавками або наповнювачами та інші рідкі ферментовані молочні 
продукти 
Згідно з вимогами чинних нормативних документів 
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 Висновки до розділу 5. 
Експериментально доведено, що біологічні методи детекції фагів МКБ 
достатньо ефективні і дозволяють визначити до 1 фагової частки у 1 см3 зразка за 
умови наявності відповідного набору тест-культур. Визначено діапазони чутливості 
методу „збігаючої” краплі, що дозволяє використовувати його для експрес-
діагностики зразків кисломолочних продуктів, молочної сировини та сироватки на 
наявність фагів МКБ [328]. Отримані науково-методичні підходи щодо фагового 
моніторингу склали підгрунття для створення «Методичних рекомендацій для 
визначення бактеріофагів на молокопереробних підприємствах» [331]. Рекомендації 
затверджено і прийнято до впровадження в мікробіологічну практику Вченою радою 
Інституту продовольчих ресурсів Національної аграрної академії наук України 
(протокол № 14 від 10.12.2013 р.). 
Застосування розроблених схем комплексного контролю (заквашувальної, 
технологічно-шкідливої мікрофлори, інгібіторів хімічної природи та бактеріофагів) 
дозволить встановлювати причини погіршення якості продукції на конкретних 
молокопереробних підприємствах і, відповідно, розробляти програми з їх усунення. 
Основні положення цієї роботи викладено у співавторстві у науково-виробничому 
виданні «Інструкція щодо організації виробничого мікробіологічного контролю на 
підприємствах молочної промисловості» [333]. Інструкцію погоджено з 
відповідними державними органами: Головним державним санітарним лікарем 
України (Висновок державної санітарно-епідеміологічної експертизи № 05.03.02-
06/107057 від 25.11.2013 р), Державною ветеринарною та фітосанітарною службою 
України (Лист № 15-9-3-17/33524 від 19.12.2013 р. і ТК 140 (Протокол 3 08-12 від 
05.12.2012 р.). 
За матеріалами досліджень опубліковано 7 статей [328-329, 335-339], матеріали 
6 тез [322-323, 325, 341-343], отримано 2 свідоцтва про реєстрацію авторського 
права на твір [332, 334] (Додаток В), розроблено Державний стандарт України [340] 
(Додаток Б). 
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РОЗДІЛ 6. БІОТЕХНОЛОГІЧНІ ОСНОВИ РОЗРОБКИ РОТАЦІЙНИХ 
КОМПОЗИЦІЙ ЗАКВАШУВАЛЬНОЇ МІКРОБІОТИ  
Насьогодні український ринок насичений заквашувальними культурами (ЗК) 
закордонного виробництва, що створює гостру конкуренцію і вимагає нагального 
поліпшення якості вітчизняних культур. Вітчизняні технології ЗК створювались на 
основі однієї бактеріальної композиції та не передбачали ротаційних варіантів, що 
суттєво підвищило ризики їхнього враження фагами як під час технологічного 
циклу одержання ЗК, так і молочної ферментованої продукції з їх використанням. 
Одним із способів уникнення цього негативного явища для забезпечення стабільної 
активності мікрофлори ЗК є розробка ротаційних композицій з залученням 
фагостійких штамів, які б забезпечили високі технологічні, мікробіологічні та 
органолептичні характеристики готового продукту [169].  
Пошук фагостійких штамів проводили у двох напрямах: 1) виділення з 
природних джерел; 2) селекція мутантів, стійких до бактеріофагів. 
6.1. Виділення фагостійких штамів «дикого типу» з природних джерел 
Природним джерелом виділення біотехнологічно активних, в тому числі 
фагостійких штамів є самоквасні некомерційні молочні продукти [344]. Нами 
встановлено мікробіологічний профіль автентичних продуктів, збережених у різних 
регіонах України: продукт № 1 – з Полтавської обл.; № 2 - Чернігівської обл.; № 3- 
Київської обл.; № 4- Львівської обл. та № 5 - Житомирської обл. Показано, що 
мікробіота автентичних продуктів мала поряд із унікальними властивостями деякі 
характеристики традиційних продуктів. Так, продукти з Полтавської та Львівської 
обл. нагадували простоквашу, продукти з Чернігівської та Київської обл. - ряжанку, 
продукт із Житомирської обл. був подібним до сиру кисломолочного. Визначено, що 
мікробіота продуктів характеризувалась специфічною структурою та була 
представлена МКБ різних таксономічних груп. Домінуючою мікрофлорою 
продуктів №1, №2 та №5 були кокові мезофільні та термофільні МКБ. Загальна 
чисельність мезофільних МКБ у всіх продуктах коливалась у межах від 5,4x107 до 
7,7x108 КУО/см3. Кількість термофільних бактерій варіювала у кожному продукті: 
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найбільша у продукті №1 – (2,3x108) КУО/см3, найменша – у продуктах №2 та №3 
(2,7–3,0)x105 КУО/см3.  
Продукти характеризувались високим вмістом ароматоутворювальних бактерій 
- (2,3-3,5)x106 КУО/см3, зокрема у продуктах №3 та №5 їх кількість була в 10 разів 
вищою (табл. 6.1). Особливістю мікробіоти продукту № 3 була наявність у високому 
титрі біфідобактерій та ацидофільної палички, що свідчить про пробіотичний 
потенціал цього продукту. Специфічною рисою кисломолочного продукту № 4 була 
присутність пропіоновокислих бактерій у кількості - 1,2x104 КУО/см3, які 
збагачували продукт вітаміном В12 та формували неповторну смакоароматичну гаму 
[345]. 
Таблиця 6.1.Мікробіологічні показники продуктів 
 
Показник 
№1 №2 №3 №4 №5 
Кількість бактерій1), КУО/см3 
БГКП 103 103 103 102 105 
Дріжджі Відсутні 
Плісені 5,9x105 2,9x104 1,5 x 105 1,0x102 1,0x 104 
МКБ мезофільні 5,4x108 6,1x108 7,7 x 108 6,5x108 7,2x107 
МКБ термофільні 9,2x107 3,0x105 2,7 x 105 8,0x102 2,3x108 
Ароматоутворювальні 
мікроорганізми 
2,6x106 3,5x106 8,0 x 107 2,3x106 8,4x107 
Лактобацили  0 0 2,0 x 106 0 0 
Біфідобактерії  0 0 1,5 x 104 0 0 
Оцтовокислі бактерії Відсутні  
Пропіоновокислі 
бактерії 
0 0 0 1,2 x104 0 
        1) похибка середньоарифметичних значень 3%, р < 0,05 
Мікробіологічні дослідження продуктів проводили у двох напрямах: виявлення 
заквашувальної та санітарно-показової мікрофлори. Встановлено доволі високе 
забруднення коліформами, ці мікроорганізми були присутні у 0,001 г 
  
219 
ферментованих молочних продуктів (ФМП) та у 0,00001 г сиру кисломолочного 
(СКМ) (зразок №5). Продукти також містили високу кількість плісені – до сотень 
тис. КУО/г продукту за винятком ФМП № 4, в якому кількість цих мікроорганізмів 
була у 1000 разів меншою. Жоден з продуктів не містив дріжджів та оцтовокислих 
бактерій (табл. 6.1) [345].  
Досліджуючи мікробіоту продуктів проводили цілеспрямований пошук МКБ з 
метою відбору нових біотехнологічно активних «диких» штамів. З твердих 
середовищ виділяли типові для того чи іншого виду бактерій поодинокі колонії, 
ресуспендували їх у рідкі середовища та культивували у термостаті для накопичення 
бактеріальної маси. Отримані накопичувальні культури знову розсівали у 
агаризовані середовища. Для оптимізації скринінгу застосовували селективні 
середовища, під час росту в яких різні види бактерій утворювали морфологічно 
відмінні колонії. Так, у середовищі Редді L. lactis утворювали колонії білого 
кольору, тоді як L. cremoris – жовтого [219]. У твердому поживному середовищі з 
кальцієм цитриновокислим (ГА+Са2+) цитратзброджувальні ароматоутворювальні 
МКБ формували колонії з зонами просвітлення навколо них [211]; у середовищі 
Кемплера L. diacetilactis - сині колонії, тоді як L. lactis – колонії білого кольору 
[220]. S. thermophilus у середовищах ST-агар [222] та Lee-агар [224] утворювали 
колонії жовтого кольору (рис. 6.1). Особливістю росту En. faecium на чашках з 
Compact Dry ETC (ISO 9001) поживним агаром для ентерококів були колонії синього 
або синьо-зеленого кольору, у Ентерокок-агарі - блідо-рожевого кольору з червоно-
фіолетовим центром; у Агарі з манітом та барвником колонії мали помаранчеве 
забарвлення. Lactobacillus ssp. у МРС-агарі формували поверхневі округлі, випуклі 
колонії біло-сірого кольору [223] (рис. 6.2). Колонії пропіоновокислих бактерій мали 
вигляд крупних дисків діаметром (2±1) мм або «гречаних зерен» світло-кремового 
кольору [210] (рис. 6.3). Після ряду послідовних циклів селекції було отримано 
бібліотеку бактеріальних ізолятів. Чистоту, гомогенність популяцій виділених 
бактерій контролювали за допомогою світлової мікроскопії на мікроскопі Motic 
(Fischer Bioblock) з вмонтованою відеокамерою TopView зі збільшенням у 1000 
разів (рис. 6.4). 
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L. lactis                                           L. cremoris 
    
                        S. thermophilus                                 L.  diacetilactis 
   
 
Рис. 6.1 - Морфологія колоній МКБ у різних середовищах: 
1 -  Редді; 2 – Кемплера; 3- ST- агар; 4 -  ГА + Са2+ 
 
 
 
1 
2 
3 4 
1 
2 
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    Lb. casei                                                         Lb. acidophilus 
  
Enterococcus faecium 
Рис. 6.2. Морфологія колоній МКБ у різних середовищах:: 
1- МРС-агар з 2% глюкози; 2- МРС-агар, рН 5.4; 3- Ентерокок-агар; 4- Агар з манітом 
 
 
Рис. 6.3. Морфологічні типи колоній пропіоновокислих бактерій:  
лактатне середовище 
 
 
1 2 
3 4 
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Рис 6.4. Морфологія клітин МКБ, 
світловий мікроскоп, імерсія: 
1 - L. lactis; 2 - L. diacetіlactis; 3 - L.  cremoris; 4 - Lb. casei; 5 - S. thermophilus; 6- En. faecium 
 
Звертали увагу на рівень технологічних показників виділених ізолятів: 
активність нагромадження біомаси, молокозсідальну активність, утворення 
діацетилу, а також органолептичні характеристики молочних згустків, одержаних за 
ферментації монокультурами. В результаті відібрано 235 штамів, з яких 84 штами L. 
lactis, 50 - L. cremoris, 41 - L. diacetilactis та 60 - S. thermophilus. 
Ідентифікаційна характеристика штамів. Розроблено алгоритм скринінг-
ідентифікації культур L. lactis ssp., S. thermophilus та En. faecium (табл. 6.2). 
Співставлення результатів культуральних властивостей у селективних середовищах, 
характерної морфології клітин, гомогенності популяції методом мікроскопіювання 
дозволило провести первинну ідентифікацію бактерій. Надалі ізоляти досліджували 
за відповідними тестами систематики мікроорганізмів згідно з Bergey’s Manual of 
Systematic Bacteriology [226]. Крім того, біохімічний профіль культур дослідили зі 
застосуванням сучасних тестових систем АPI 50 CHL та API 20 STREP (bioMerieux, 
1 2 3 
4 5 6 
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Франція). За результатами ферментативної активності отримали аналітичний індекс 
біохімічного профілю культур, який вводили до комп’ютерної бази даних програм 
apiwebTM V 5.1 та V 7.0. Це дозволило визначити таксономічне положення штамів 
виду L. lactis та En. faecium.  
Таблиця 6.2. Скринінг-ідентифікація штамів 
Джерело 
виділення 
Морфологія  
колонії 
Утворення 
NH3 з 
аргініну 
Вид МКБ 
Середовище  
ГА + Са2+ 
Біла, зона просвітлення + L. lactis ssp. lactis bv 
diacetilactis 
Біла, без зони +/- L. lactis ssp. lactis,  
L. lactis ssp. cremoris 
Середовище 
Кемплера 
Синя + L. lactis ssp. lactis bv 
diacetilactis 
Біла +/- L. lactis ssp. lactis, 
L. lactis ssp. cremoris 
Середовище  
Редді 
Жовта, без зони або з 
зоною 
- L. lactis ssp. cremoris 
Біла, без зони + L. lactis ssp. lactis  
Біла, зона просвітлення + L. lactis ssp. lactis bv 
diacetilactis 
Середовище  
ST- агар 
Жовта - S. thermophilus 
Середовище  
Lee 
Жовта - S. thermophilus 
Середовище 
Ентерокок-агар 
Червоно-фіолетовий 
центр, світлий обідець 
+ En. faecium 
Блідо-рожевого кольору - S. thermophilus 
Агар з манітом 
та барвником 
Помаранчевого кольору + En. faecium 
 
Ефективність ідентифікації була достатньо високою – відсоток співпадіння 
біохімічного профілю досліджуваних штамів з еталонними тестовими штамами 
становив від 87,7 до 97,6 % (рис. 6.5). Дослідження штамів S. thermophilus та L. 
diacetіlactis з застосуванням систем, відповідно, API 20 STREP та АPI 50 CHL не 
дало їхньої чіткої ідентифікації. Результати ідентифікації подано у Додатку А. 
  Подібні результати отримано також іншими вченими при вивченні ізолятів 
МКБ, виділених із сирого коров’ячого молока [346].  
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                           API 50 CHL                                     API 20 STREP 
Рис. 6.5. Вивчення біохімічного профілю МКБ за допомогою  
тест-систем API (bioMerieux, Франція):  
1 - L. lactis; 2 - L. diacetіlactis; 3 - S. thermophilus; 4 - En. faecium 
 
Комплексний аналіз результатів культуральних, біохімічних тестів за Bergey’s 
(Додаток А) та генетичних досліджень методом ПЛР з використанням розроблених 
видоспецифічних праймерів дозволило класифікувати виділені ізоляти до видів. Ці 
розробки захищені патентами України на винахід [228-232]. В таблиці 6.3 подано 
результати ПЛР-ідентифікації штамів. 
Таблиця 6.3. Результати ПЛР з підібраними видоспецифічними праймерами 
МКБ Розмір продуктів ампліфікації, п.н. 
153 90 175 150 223 110 
L. lactis: 1139; 1105; 
1112; 1160; 1161; 1114; 
L 102 
+ - - - - - 
L. cremoris: C 3; 1229; 
1220; 1226 
- + - - - - 
L. diacetіlactis: dl 1/8; 
1353; 1310 
- - - - - - 
S. thermophilus: 2173; O-
4; CT-гр; 2193; 2185; 
2192 
- - + - - - 
Lb. casei: 3323, 3341, 
3335 
- - - + - - 
Lb. acidophilus: 3138, 
3125, 3123 
- - - - + - 
Lb. bulgaricus:3567, 
3568 
- - - - - + 
 
1 2 
3 
4 
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Проведено дослідження штамів S. thermophilus, L. lactis ssp., виділених з 
природних джерел за ознакою стійкості до фагів зі створеної колекції. Встановлено, 
що (61÷62) % штамів характеризувались високою фагостійкістю – були 
резистентними відносно впливу 226 фагів. За індексом літичної активності Іл 
(відношення кількості лізованих штамів до числа випробуваних) встановлено, що 
фаги f1 , f6 , f10 та  f16  були найагресивнішими по відношенню до відібраних штамів S. 
thermophilus. Значення Іл  для них коливалось у діапазоні 0,26÷0,35. Для фагів L. 
lactis Іл коливався у більшому діапазоні від 0,03 до 0,39, що свідчило про їх більшу 
варіативність та інфекційність. 
 
6.2. Селекція та аналіз нечутливих до бактеріофагів мутантних штамів 
Streptococcus thermophilus 
S. thermophilus є однією з промислово-цінних культур МКБ та широко 
використовується для виробництва різноманітних ферментованих продуктів і ряду 
сирів. Однак, систематичне використання одних і тих же штамів S. thermophilus у 
виробництві молочних продуктів обмежується присутністю видоспецифічних фагів. 
Встановлено, що з п’яти штамів S. thermophilus (входять до складу основних ЗК 
«Іпровіт») найбільш фагочутливим був штам S. thermophilus 2137 - лізувався всіма 
фагами. Натомість лише один штам S. thermophilus 2138 характеризувався стійкістю 
до всіх виділених фагів (табл. 6.4).  
Таблиця 6.4. Встановлення фаготипу штамів S. thermophilus 
Штами  
S. 
thermophilus 
Чутливість до фагу 1) : 
S61 O20 3К Ndan S1 
2137  + + + + + 
2120  - - + + + 
2115 - - - + - 
2113 - - + + - 
2138 - - - - - 
1)+ фагочутливий штам; - фагостійкий штам 
Дослідження популяційної структури фагочутливих культур встановило їх 
високу гомогенність. Так, 79 ізолятів S. thermophilus 2120 та 75 ізолятів S. 
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thermophilus 2137 характеризувались фагочутливістю. З поміж різних технік 
поліпшення штамів нами обрано метод селекції нечутливих до бактеріофагів 
мутантних штамів (БнМШ), зокрема тому, що він не передбачає генетичних 
модифікацій [196, 347]. Скористались методом селекції фагостійких мутантів за 
Deveau [348], які також характеризувались добрими технологічними властивостями. 
БнМШ генерували з використанням суміші п'яти фагів S61, O20, 3К, Ndan , S1 
і S. thermophilus шт. 2137; фагів 3К, S1 , Ndan і шт. 2120; фагів 3К, Ndan і шт. 
2113; фага Ndan і шт. 2137, оскільки цей батьківський штам був чутливий лише до 
цього фагу (див. табл. 6.4).  
Проаналізовано 226 "можливих" мутантів, отриманих після фагової обробки 
чотирьох промислових штамів S. thermophilus. Фагостійкість БнМШ було 
досліджено методом «spot тест» шляхом розміщення фагів з титром 108 БУО/см3 на 
чашці Петрі з ГА (1,5 % агар), CaCl2 (10 мМ), гліцином (100 мМ) і досліджуваною 
культурою в log-фазі росту [133]. Фагочутливими вважали штами, на бактеріальних 
газонах яких у місцях нанесення фагів спостерігали зону лізису (рис 6.6).  
 
   
a b c 
  
Рис. 6.6. Чутливість до фагу S. thermophilus, оцінена методом «spot» тест: а - 3К  
і Ndan нанесені на газон штаму S. thermophilus 2113/6 (БнМШ деріват батьківського 
штаму S. thermophilus 2113); b - 3К нанесено на газон батьківського штаму S. 
thermophilus 2113; с - Ndan нанесено на газон батьківського штаму S. thermophilus 2113 
 
Ефективність селекції розраховували наступним чином: (кількість 
підтверджених стійких до фагів мутантів / кількість "можливих" мутантів, стійких 
до фагів) × 100. З таблиці 6.5 видно, що у результаті впливу фагів на штами S. 
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thermophilus відбулась індукція стійких варіантів - від 49 до 76 % ізолятів 
характеризувались фагорезистентністю. 
 
Таблиця 6.5. Розподіл БнМШ за фагостійкістю 
Штами 
S. thermophilus 
Bаріанти 
Загальна 
кількість 
     Чутливі до фага Стійкі до фага 
шт. шт. %1)    шт. %1) 
2137 58 44 75,8 14 24,2 
2120 84 63 75,0      21 25,0 
2113 29 21 72,4      8 27,5 
2115 55 27 49,0      28 51,0 
1) середньоарифметичні значення, n=5, довірча межа для р≤0,05 складає ±1% 
 
Binetti [349] спостерігав появу фенотипу фагорезистентності лише у 22,6 % (n = 
100) ізолятів, отриманих з 12 комерційних штамів S. thermophilus методом вторинної 
культури. Послідовне пересівання в присутності високого титру фагів значно 
підвищило ефективність ізоляції (>85%) БнМШ промислових штамів S. thermophilus 
[350]. 
Для подальших досліджень відібрали гомогенні за морфологією клітин 
фагостійкі бактеріальні ізоляти кожного обробленого штаму. Стабільність 
властивості стійкості до фагів аналізували впродовж десяти послідовних пасажів 
субкультур (1 % інокуляту) мутантів у свіжому бульйоні з додаванням відповідної 
дози фагів до кожної субкультури згідно Ma [350].  
Після фагової обробки досліджено кислотоутворювальну здатність БнМШ у 10 
% ВСЗМ з додаванням та без фагів. Для цього у ВСЗМ вносили інокулят БнМШ у 
кількості (5,5×107) КУО/см3 і фаги в титрі 108 БУО/см3. Після інокуляції молоко 
інкубували за 41 °С та щогодини досліджували зміну активної кислотності.  
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Рис. 6. 7. Динаміка активної кислотності молока за ферментації: 
1) батьківським штамом 2137; 2) бактеріофаг нечутливим мутантом 2173 
 
На прикладі S. thermophilus 2137 та його мутанту S. thermophilus 2173, 
отриманого під впливом коктейлю з фагів S61, O20, 3К, Ndan і S1 показано 
зміну активної кислотності молока за їх ферментації (рис. 6.7). У присутності 
фагового коктейлю у молоці батьківський штам 2137 інгібувався. А його мутант 
2173 не піддавався впливу фагів, про свідчив рівень кислотоутворювальної 
активності штаму. Активна кислотність молока рівномірно знижувалась за 
ферментування БнМШ та досягала значення 5,0 од. рН на п’яту годину, навіть 
швидше ніж у батьківського штаму S. thermophilus 2137 (р<0,05).  
 Ідентифікація БнМШ S. thermophilus. Нами були досліджені морфологічні, 
культуральні, біохімічні властивості БнМШ S. thermophilus, відібраних за маркером 
фагостійкості та підтверджено їхній таксономічний статус. Для цього виділили 
окремі колонії та тестували їх на здатність щодо фарбування за Грамом, морфологію 
клітин, каталазну активність тощо. Встановлено, що на поверхні твердого 
cелективного середовища ST-агару БнМШ S. thermophilus утворювали колонії 
жовтого кольору, поверхневі округлої форми, глибинні колонії мали 
човникоподібну форму [222]. Для подальшої ідентифікації було відібрано 5 ізолятів 
2173, 2120-42, 2138-17, 2113-34 і 74-6. Виділені термофільні стрептококи були Грам-
1
1 
2
2 
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позитивними коками в ланцюжках, діаметром (0,6-0,9) мкм, неспороутворюючими, 
каталазонегативними, гомоферментативними, факультативними анаеробами і не 
росли у поживних середовищах з рН 9,6 та 6,5 % хлориду натрію, не утворювали 
аміак з аргініну, кінцева pH у бульонній культурі складала (4,0-4,5) од., гранична 
титрована кислотність – (110-115) °Т. Біохімічний профіль культур дослідили зі 
застосуванням тестової системи API 20 STREP (bioMerieux, Франція), як було 
показано вище. Особливістю штамів була слабковиражена сахаролітична активність. 
Вони зброджували лише сахарозу, лактозу, глюкозу, декстрозу, манозу та фруктозу. 
Ефективність ідентифікації була середньою – відсоток співпадіння результатів 
біохімічного профілю досліджуваних штамів з еталонними тестовими штамами 
становив від 41,9 до 50,6 %.  
 Тому БнМШ проаналізовано ПЛР за допомогою пари розроблених нами 
специфічних олігонуклеотидних праймерів [228]. Ампліфікація специфічних 
фрагментів 175 п.н. ДНК гену pbp2b S. thermophilus дозволила встановити 
присутність ДНК S. thermophilus та підтвердити первинну ідентифікацію (рис. 6.8).  
   
 
 
Рис. 6.8. Ідентифікація БнМШ S. thermoрhilus методом ПЛР з використанням 
праймерів Stt F і Stt R:  
1 - S. thermoрhilus 2120-42; 2 - S. thermoрhilus  2113-34; 3 - S. thermoрhilus  2138-17; 4 
- S. thermoрhilus 2173; М – молекулярна вага маркера GeneRuler™ DNA Ladder Mix 
(“Thermo Scientific”, США); С1- – негативний контроль без ДНК матрикса; С2 -1- 
негативний контроль з ДНК Lactococcus lactis 
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 Отже, метод одержання бактеріофаг нечутливих мутантів S. thermophilus є 
простим та водночас ефективним елементом захисту ЗМ від фагів. Отримані 
результати демонструють, що селекціоновані штами S. thermophilus 2173, 2120-42, 
2138-17, 2113-34 і 74-6 придбали стійкість до фагів S. thermophilus двох основних 
груп (cos і pac-типу), виділених на молокопереробних підприємствах України. 
Також БнМШ характеризувались цінними технологічними властивостями: добре 
розвивались у молоці навіть за присутності видоспецифічних фагів, під час 
сквашування утворювали кисломолочні згустки з однорідною, щільною 
консистенцією, з приємним смаком та ароматом.  
 
6.3. Встановлення умов виявлення лізогенних штамів МКБ 
Дослідження лізогенних лактобактерій є необхідним для встановлення 
можливості застосування їх у біотехнологіях ФМП, оскільки лізогенні штами є 
потенційним джерелом фагів на виробництві [91].  
Виявлення лізогенних МКБ методом спонтанної та хлороформної індукції. 
Лізогенні культури інколи спонтанно вивільняють вірулентні мутанти помірних 
фагів [351]. Проведено дослідження з виявлення лізогенних штамів МКБ: L. lactis 16 
lact, L. cremoris 11 cr, L. diacetilactis dl 15 з колекції ІПР. Як індикаторні 
використовували ці ж штами: 11 cr - ІК1, dl 15 - ІК2, 16 lact - ІК3 та селекціоновані 
фагочутливі тест-культури L. lactis ІК4- I1, ІК5- I2, ІК6- I3. Показано, що тільки одна 
культура L. diacetilactis dl 15 спонтанно вивільняла фаги, які на ній розмножувались 
(табл. 6.14). Отримані результати узгоджуються з даними Тараканова [352], згідно 
яких лише 28 % культур спонтанно вивільняли профаги, які добре репродукувались 
на культурі-хазяїна.  
З метою повнішої оцінки лізогенних культур застосували обробку 
хлороформом (1:10) упродовж 30 хв [106]. Показано, що фаги містились у 
культуральній рідині всіх оброблених таким чином штамів (табл. 6.6). Встановлено, 
що 18,1 % від загальної кількості культур (n=155) за обробки хлороформом 
вивільнили профаги. Лізогенність є підставою вважати бактерії небезпечними для 
застосування у біотехнологіях молочної продукції. 
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Таблиця 6.6. Спонтанне та індуковане хлороформом вивільнення профагів 
Індикаторна 
культура 
Досліджувані культури 
Спонтанна індукція Хлороформна індукція 
11 cr dl 15 16 lact 11 cr dl 15 16 lact 
ІК1 - - - - - - 
ІК2 - + - - + + 
ІК3 - - - - - - 
ІК4 - + - + + - 
ІК5 - + - - + - 
ІК6 - + - - + + 
 
Аналогічні результати отримано Митнік [353], лізогенний стан було 
встановлено у 20 % досліджених штамів МКБ за допомогою обробки їх 
хлороформом.  
Виявлення лізогенних бактерій за допомогою мітоміцина С. За даними 
різних авторів умови проведення досліджень лізогенних бактерій за допомогою 
мітоміцина С є дуже варіативними. Так, концентрація мітоміцину С коливалась від 
0,1 до 5 мкг/см3 [330], термін обробки - від 20 хв до 6 год [354] і т.д. Отже, 
оптимальні умови необхідно експериментально визначати залежно від об’єкту 
аналізування [247]. 
Було встановлено умови індукції профагів МКБ з нашої колекції за допомогою 
мітоміцина С. У результаті обробки мітоміцином С вже через 2 год у I групи та 
через 3 год у II групи штамів спостерігали суттєве зниження активності росту МКБ 
внаслідок фаголізису (рис. 6.9). Встановлено, що після 2 год оптична густина 
культуральної рідини зменшилась порівняно до контролю на (20-44,9) % та (47,0-
53,7) %, відповідно, у I та II груп культур. Через 3 год обробки оптична густина 
зменшилась вже на (52,0-74,7) % у I групи та на (70,5-71,2) % у II -ої. Подальша 
витримка впродовж 4-ої год культивування істотно не вливала на індукцію профагів 
як для I, так і для II груп культур (рис. 6.10). Культивування лізатів упродовж 17-24 
год не призводило до відновлення концентрації клітин лізогенних бактерій - 
оптична густина культуральної рідини не збільшувалась [247]. 
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1) 
 
 
2) 
Рис. 6.9. Вплив мітоміцина С на розвиток МКБ   
I групи та II групи: Л-лізогенна культура 
Л 
Л 
Л Л 
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Рис. 6.10. Умови ідукції профагів мітоміцином С, 
за 100% брали оптичну густину необробленої культури 
 
Загалом, використання мітоміцина С підвищило частоту виявлення лізогенних 
штамів у три рази порівняно з обробкою хлороформом. За встановлених умов 
обробкою мітоміцином С 50 % МКБ з нашої вибірки вивільнили профаги [247].   
Такі результати збігаються з даними Park [355], Cuesta [107], Kilic [356], 
Huggins [330], які виявили, відповідно, 52; 53; 55 та 60 % лізогенів МКБ за 
допомогою мітоміцина С. Однак, є повідомлення й про нижчі значення індукції. 
Lowrie визначив, що тільки 20 % з досліджених культур вивільняли профаги за 
обробки мітоміцином [113], а Heap – 37 % [357]. 
Для частини помірних фагів встановлено індикаторні культури (табл. 6.7). Три 
штами МКБ були чутливими до своїх профагів. Помірні фаги проявляли літичну 
активність щодо 2-3 культур, фагові титри варіювали в межах (10-104) БУО/см3  
[247].   
Таким чином, встановлено умови виявлення лізогенних штамів МКБ методом 
хімічної індукції: нарощування бактеріальної культури впродовж (3-4) год для 
одержання культури у ранній log-фазі з оптичною густиною (0,1-0,2) од. (λ=600 нм); 
концентрація мітоміцина - 2 мкг/см3; термін обробки - 3 год [247]. Проведено 
скринінг промислових штамів МКБ на присутність помірних фагів. Відібрано 
фагочутливі нелізогенні штами S.thermoрhilus, L. lactis ssp. як тест-культури для 
визначання фагів. 
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Таблиця 6.7. Літичний спектр помірних фагів МКБ1) 
Тест- 
культура 
 
Лізогенні культури 
St 2145 St 2168 St 36 St 6/10 
К МС К МС К МС К МС 
St2145 - + - + - - - - 
St2168 - + - + - - - - 
St2147 - - - - - - - - 
St 2/11 - - - - - - - - 
St2142 - - - - - - - - 
St381 - - - + - - - - 
St2120 - - - - - - - - 
St74 - - - - - - - - 
St2185 - - - - - - - - 
St36 - - - - - + - - 
St6/12 - - - - - - - - 
St27 - - - - - ++ - ++ 
L.l-1 - - - - - - - - 
L.l-2 - - - - - - - - 
L.l-3 - - - - - - - - 
L.l 6/3 - - - + - ++ - + 
E.FS - - - - - ++ - + 
L.cr.12 - - - - - - - - 
L.l 3/5 - - - - - - - - 
    1) - не має лізису; + лізис, титр фагів 101-2 БУО/см3 ; ++ лізис,  
     титр фагів 102-4 БУО/см3; К - фільтрат неіндукованої культури; 
     МС – лізат культури, індукованої мітоміцином С 
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6.4. Ротаційні композиції для виробництва національних продуктів 
традиційного асортиментного ряду 
 
З огляду на загрозу фаголізису постала нагальна необхідність створення 
ротаційних композицій заквашувальних культур (ЗК) для молочної продукції. 
6.4.1. Ротація заквашувальної культури Іпровіт-Р для ряжанки. До складу 
ЗК для ряжанки залучено S. thermophilus №№ 2120, 381 та 2138, які у проведених 
дослідженнях слугували контролями. Досліджено варіативність промислових 
штамів S. thermophilus за ознакою фагорезистентності. Показано, що контрольні 
штами S. thermophilus характеризувались подібним ступенем фагочутливості - були 
чутливими до трьох фагів. Це є фактором ризику фаголізису під час промислової 
виробки ФМП, оскільки ці штами характеризувались чутливістю до значної 
кількості однакових фагів, тобто мали однаковий фаготип. Стійкими до всіх фагів 
були лише 40 % від загальної кількості проаналізованих культур (табл. 6.8).  
Другим етапом відбору штамів для ротації є дослідження лізогенного стану 
бактерій. Якщо до складу композиції залучено лізогенний штам, то вірогідність 
того, що вивільнені профаги будуть інфікувати ту чи іншу чутливу до них культуру 
закваски є дуже високою. У результаті буде порушено співвідношення між 
компонентами закваски і, як наслідок, ферментаційний процес буде мати 
неконтрольований характер [91, 247]. Встановлено, що частина стійких до всіх фагів 
штамів S. thermophilus (16,7 %) вивільняли профаги (рис. 6.11). Тому їх 
рекомендовано вилучити із ротаційних програм.  
На підставі отриманих даних відібрано фагостійкі штами S. thermophilus: №№ 
2192, 2193, 2120, 2185, 2168, 2178, які не містили індуцибельних профагів. 
Обов’язковою вимогою для ротаційних штамів є забезпечення не тільки 
фагостійкості, але й всіх інших технологічних властивостей на рівні штамів, що 
підлягають заміні. Критеріями оцінки сполучень контрольних і ротаційних штамів 
слугували показники ефективної в`язкості ферментованих ними молочних згустків. 
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Таблиця 6.8. Визначення фаготипу промислових штамів S. thermophilus 
 
Штам,  
колекційний 
номер 
Фаги МКБ 
3/К S61 O20 S1 368 Ndan S27-1 Ф16 
ВКПМ В-
4464 (2120)  
-1) +2) + - + + - + 
ВКПМ В-
7773 (381)  
- + + - + + - + 
ВКПМ В-
7774 (2138) 
- + + - + + - + 
2177 + + + + + + + + 
2174 + + + + + - + + 
2163 + + + - - - - - 
2171 + + + + + + + + 
2170 + + + - - - - + 
2162 + + + - - - - + 
2100 - - - - - - - - 
2133 - + - + - - - - 
2196 + + + + + + + + 
2168 + + + + + + + + 
2175 + + + + + - + + 
2161 + + + + - - + + 
2178 + + + + + + + + 
2193 + + + + + + + + 
2192 + + + + + + + + 
2187 + + + + + - + + 
2185 + + + + + + + + 
       1) - чутлива до бактеріофага культура; 2)+ фагостійка культура  
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Рис. 6.11. Відбір S. thermophilus за ознаками: фагостійкість та нелізогенність 
Показано, що здатність S. thermophilus продукувати ЕПС і у такий спосіб 
покращувати реологічні властивості продуктів є штамоспецифічною 
характеристикою. Застосуванням H-критерію Краскела-Уолліса (Kruskal-Wallis) для 
аналізу міжгрупової мінливості даної ознаки встановлено статистично значимі 
розходження показників ефективної в`язкості кисломолочних згустків між 
дослідженими штамами (табл. 6.9). H-критерій Hфакт (експериментальний) 
дорівнював 66,650, а Нкр. (теоретичний) був значно меншим і дорівнював 32,671 
(Нфакт>Нкр), р<0,05. Значення ефективної в`язкості за колової швидкості 1м/с (тобто 
коефіцієнт В) коливались в межах від (7,35±0,22) мПа.с до (171,6±17,8) мПа.с. 
Найменші значення ефективної в`язкості показали згустки, утворені штамами №№ 
2177, 2179, 2174, 2175, 2133, 2187, 2162, 2163. За комплексом ознак: низькою 
текстуроутворювальною здатністю, низькою молокозгортальною та 
кислотоутворювальною активностями, фагочутливістю вони визнані непридатними 
для промислового використання. Натомість за зазначеними характеристиками 3 
штами, а саме: №№ 2192, 2193, 2185 не тільки наближались, але й дещо 
перевищували контрольні. Отже, ці штами можна попередньо оцінити, як 
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перспективні для проведення ротаційних замін після встановлення взаємозв`язків 
між ними і виробничими культурами за ферментації молока.  
Таблиця 6.9. Міжгрупова мінливість S. thermophilus за ефективною в`язкістю  
Штам 
 
Коеф. В, 
мПа*с 
Ранг 
 
Середній 
ранг 
Штам 
 
Коеф. В, 
мПа*с 
Ранг 
 
Середній 
ранг 
2163 28,44 31 29,25 2183 36,32 37 40,67 
  24,38 27    35,62 36  
  25,01 29    49,24 49  
  25,48 30  2174 8,23 7 8,00 
2165 45,38 43 39,00  8,35 9  
  40,84 41    8,25 8  
  34,47 33  2187 19,47 21 20,00 
2161 20,68 22 25,33  19,15 19  
  24,58 28    19,2 20  
  22,75 26  2178 16 14 15,33 
2186 43,31 42 40,00  17 17  
  38,11 40    16,58 15  
  36,81 38  2168 47,15 45 45,33 
2133 17,67 18 14,67  47,8 47  
  16,98 16    46,98 44  
  10,91 10  381 118,68 60 62,25 
2175 10,91 10 11,67  110,46 59  
  12,05 12    181,97 67  
  13,29 13    145,5 63  
2162 21,19 23 23,67 2120 37,405 39 35,33 
  21,19 23    33,58 32  
  21,59 25    35,38 35  
2188 53,06 51 52,00 2138 47,68 46 51,67 
  54 53    69,21 55  
  53,72 52    68,03 54  
2179 7,8 6 4,67 2192 189,43 69 66,33 
  7,65 5    189,09 68  
  7,53 3    136,18 62  
2177 7,14 1 2,33 2193 130,11 61 63,67 
  7,34 2    160,02 66  
  7,57 4    146,78 64  
2190 52,02 50 44,00 2185 74,26 56 56,67 
  48,12 48    74,26 56  
  34,52 34    74,77 58  
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Встановлено, що при поєднанні контрольних штамів № 2120 та № 2138 з усіма 
ротаційними штамами відбулось достовірне покращення реологічних параметрів 
згустків. Кисломолочні продукти, утворені ферментацією штаму № 2120 зі штамами 
№№ 2185, 2192, 2193 у дво-компонентних композиціях мали ефективну в`язкість 80, 
95 і 116 мПа·с, відповідно, більшу у 2,3; 2,7 та 3,3 рази порівняно з контрольним шт. 
2120 у монокультурі (рис. 6.12).   
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Рис. 6.12. Ефективна в`язкість згустків S. thermophilus  
Що стосується контрольної культури S. thermophilus № 381, то її поєднання з 
ротаційними № 2192 та № 2193 істотно не впливало на реологічні характеристики 
кисломолочних згустків. Лише за спільного вирощування зі штамом № 2185 
ефективна в`язкість згустку збільшилась до 183 мПа·с порівняно з 140 мПа·с у 
контролі. Оскільки контрольний штам № 2120 утворював згусток з найгіршим 
показником ефективної в`язкості (рис. 6.12), вирішено замінити його на активніші 
штами №№ 2192, 2193, 2185.  
У результаті з відібраних штамів сформовано 10 варіантів трьох-компонентних 
ротаційних композицій (РК) (табл. 6.10). З даних табл. видно, що поєднання 
контрольних і ротаційних штамів здебільшого призводило до підвищення 
фізіологічної активності композиції, зокрема, синтезу ЕПС і продукції органічних 
кислот, що покращувало технологічні властивості ФМП. 
 
  
240 
Таблиця 6.10. Технологічні властивості ротаційних композицій для ряжанки 
 
Номер  
РК 
Варіант 
 композиції 
Склад  
композиції 
Коефіцієнт 
В, мПа*с 
Титрована 
кислотність, 
°Т 
1 Заміна 1-го шт. 
 №2120 
381+2138+2185 96,67±1,50 84±2 
2 381+2138+2192 92,31±1,25 84±3 
3 381+2138+2193 95,23±1,48 84±2 
4 Заміна 2-ох шт.  
№№2120 та 2138 
381+2185+2192 141,09±3,01 87±1 
5 381+2185+2193 127,31±2,05 86±2 
6 381+2192+2193 132,31±2,35 85±1 
7 Заміна 2-ох шт.  
№№2120 та 381 
2138+2185+2192 122,31±2,04 86±1 
8 2138+2185+2193 115,31±1,15 85±1 
9 2138+2192+2193 119,31±2,06 86±2 
10 Заміна 3-ох шт. 
№№2120;381; 2138 
2192+2193+2185 149,65±2,10 88±1 
Контроль Вихідні штами 2120+381+2138 96,77±1,66 85±2 
 
Заміна штаму № 2120 на №№ 2185, 2192 і 2193 у складі композицій 1-3 
забезпечувала технологічні характеристики на рівні вихідної контрольної 
композиції. Однак, ця заміна не захищала ротації від фаголізису, оскільки в їх складі 
залишились два штами з однаковим фаготипом. Обґрунтованішими з точку зору 
антифагової безпеки є створені РК № 4-10 з заміною двох або трьох вихідних 
штамів.  
Було досліджено розвиток цих композицій у поживному середовищі (ПС) 
згідно з НД ТУ У 46.39 ГО 277-99 “Концентрат бактеріальний для ряжанки”. 
Нарощування біомаси (БМ) композицій проводили з періодичним розкисленням 
середовища впродовж 10 год за температури (38±1) оС. Про ефективність РК судили 
за рівнем урожайності порівняно з вихідною композицією. Остаточно було відібрано 
4 ротаційні варіанти, як найпродуктивніші, урожайність яких була на (26,7÷29,6) % 
більше ніж у вихідної композиції (табл. 6.11).  
Розроблену схему ротації для виробництва ЗК Іпровіт-Р наведено на рис. 6.13. 
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Таблиця 6.11.Ротаційні композиції ЗК Іпровіт-Р 
 
Позначення 
 партії  
Штами МКБ Співвідношення  
між штамами  
Урожай1) у 
ВПС, г/дм3 
Партія А 
РК1 
S. thermophilus ВКПМ В-7773, 
ІМВ В-7249, ІМВ В 7247  
1 : 1 : 1 
1,75±0,052) 
Партія В 
РК2 
S. thermophilus ВКПМ В-7773, 
ІМВ В-7247, ІМВ В -7248 
1 : 1 : 1 
1,78±0,082) 
Партія С 
РК3 
S. thermophilus ВКПМ В-7774, 
ІМВ В- В-7249, ІМВ В 7247 
1 : 1 : 1 
1,72±0,062) 
Партія D 
РК4 
S. thermophilus ВКПМ В-7774, 
ІМВ В-7247, ІМВ В 7248 
1 : 1 : 1 
1,79±0,102) 
 1) урожай вихідної композиції (7773: 7774: 4464) 1,26±0,04 г/дм3; 2) різниця достовірна 
при р≤0,01; жирним шрифтом виділено внесені зміни  
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 6.13. Схема ротації ЗК Іпровіт-Р 
 
6.4.2. Ротація заквашувальної культури Іпровіт-ССК для сметани, Іпровіт-
СКМ для сиру кисломолочного. Встановлено, що вихідні штами ЗК «ССК» та 
«СКМ» характеризувались фагочутливістю, що й обумовило розробку ротацій ЗМ. 
Для поповнення колекції штамів мезофільних лактококів, придатних для 
використання у складі ЗК для сметани та сиру кисломолочного проводили виділення 
культур із зразків самоквасних кисломолочних продуктів. Методологію виділення, 
ідентифікації різних видів МКБ детально описано у підрозділі 6.1.  
Характеристику основних технологічних властивостей штамів подано в табл. 
6.12. 
 
 
Партія А Партія Б 
Партія С Партія D 
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Таблиця 6.12. Технологічні властивості відібраних штамів МКБ 
Вид 
бактерій 
К-
ть, 
шт. 
МЗА, 
 год 
 
МКУ, 
°Т 
Частка 
утилізован
ої 
лактози, % 
Вміст 
бактерій 
Х ×108 
КУО/см3 
Синер
езис 
% 
 
Здатність 
до 
утворення  
СО2, см 
L. lactis 84 6,5±0,2 110±2 12-25 8-20 30-70 (0-0,9)±0,1 
L. cremoris 50 7,0±0,2 106±2 12-22 5-7 18-50 (0-1,2)±0,1 
L. diacetilactis 41 8,5±0,2 100±3 11-20 1-6 60-78 (1,3-1,6)±0,1 
S. thermophilus 60 5,0±0,2 100±2 35-49 10-12 10-35 (0-0,4)±0,1 
  
Із всіх досліджених штамів найвищий рівень МЗА мали термофільні 
стрептококи – сквашували молоко за (4,8-5,2) год. L. lactis та L. cremoris дещо 
поступались за цією властивістю, тоді як ароматутворюючі L. diacetilactis 
сквашували молоко у 1,6-1,8 рази повільніше. Відібраним культурам була 
притаманна помірна кислотність, яка коливалась в межах (97÷112) °Т. Істотної 
різниці між кількістю спожитої лактози різними підвидами мезофільних лактококів 
не помічено – можна лише зауважити про дещо меншу активність утилізації цього 
вуглеводу штамами L. diacetilactis. Що стосується S. thermophilus, то під час 
розвитку у молоці вони утилізували майже в четверо більше лактози, до 49 % від її 
початкового вмісту.  
У результаті скринінгу відібрано штами МКБ за фагорезистентністю щодо 226 
вірулентних промислових ізолятів фагів, які не містили профагів [358].  
Відібрані культури за рівнем технологічних характеристик можна розглядати, як 
потенційні складові РК для виробництва сметани та сиру кисломолочного. Показник 
здатності до синерезису використовували, як один з основних технологічних 
критеріїв визначення виду продукту, в якому функціонування штаму в складі ЗК буде 
успішним. МКБ з низькою величиною синерезису перспективні для виробництва 
сметани, а штами з максимальними значеннями синерезису - сиру кисломолочного.  
Створення РК Іпровіт-ССК для сметани. Перелік проведених замін у складі 
вихідної заквашувальної культури наведено в табл. 6.13, де штами для зручності 
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позначено скороченнями. Заміні підлягали або всі складові «ССК», або частину їх 
поєднували в певних комбінаціях з нововиділеними штамами. 
Таблиця 6.13. Компонентний склад РК для сметани 
№ 
РК 
Склад 
композиції 
Співвідношення 
між штамами, % 
Сутність модифікації 
1 Cr.+dl.+l.+th. 2,0+0,5+0,5+2,0 Контроль – «ССК» 
2 Cr.+dl.+l.+ шт.43 2,0+0,5+0,5+2,0 Заміна S.th. 2136 на №43 
3 Cr.+l.+th. 2,0+1,0+2,0 Вилучення з «ССК» L.dl. 710 
4 Cr+l.+th.+шт.45 2,0+0,5+2,0+0,5 Заміна L.dl. 710 на ароматоутвор. 
№45 
5 Cr.+l.+th.+ шт.24 2,0+0,5+2,0+0,5 Заміна L.dl. 710 на ароматоутвор. 
№24 
6 Cr.+dl.+l.+0-4 2,0+0,5+0,5+2,0 Заміна S.th. 2136 на S.th. 0-4 
7 Cr.+dl.1306+l.+th. 2,0+0,5+0,5+2,0 Заміна L.dl. 710 на ароматоутв. 
L.dl.1306  
8 шт.72+dl.+th.+ шт.30 2,0+0,5+2,0+0,5 Заміна L.cr.69 і L.l.3/5 на №72 та №30 
9 шт.30+dl.+th.+ шт.72 2,0+0,5+2,0+0,5 - « - 
10 шт.72+dl.1306+th.+3
0 
2,0+0,5+2,0+0,5 Заміна всіх штамів, крім S.th. 2136 
11 шт.30+dl.1306+th.+7
2 
2,0+0,5+2,0+0,5 - « - 
12 72+dl.1306+2096+30 2,0+0,5+2,0+0,5 Повна заміна штамів 
13 30+dl.1306+2096+72 2,0+0,5+2,0+0,5 - « - 
14 шт.43+dl.+th.+ шт.86 2,0+0,5+2,0+0,5 Заміна L.cr.69 і L.l.3/5 на №43 та №86 
15 шт.86+dl.+th.+ шт.43 2,0+0,5+2,0+0,5 - « - 
16 43+dl.+2096+86 2,0+0,5+2,0+0,5 Заміна всіх штамів, крім L.dl. 710 
17 86+dl.+th.+43 2,0+0,5+2,0+0,5 - « - 
18 43+45+ th+86 2,0+0,5+2,0+0,5 Повна заміна штамів 
19 86+45+ 2096+th. 2,0+0,5+2,0+0,5 Повна заміна штамів 
 
Варіантами композицій інокулювали вершки жирністю 20 % (5 % інокуляту), 
культивували за 30 °С та одержували експериментальні зразки сметани. Показано, 
що в усіх 18 варіантах термін утворення згустку не відрізнявся від «ССК» і становив 
(8,0±0,5) год. Активна та титрована кислотності були найнижчими у варіантах №№ 
4, 5, 16, 17, 19 і становили, відповідно, (4,2÷4,3) од. pH та (92÷100) °Т. У всіх інших 
дослідних варіантах ці показники були на рівні з контролем, а саме: pH – 4,5 од.; 
титрована кислотність – (82÷86) °Т. Для подальших досліджень відібрали 
композиції, смак продуктів яких характеризувався найвищою органолептичною 
оцінкою. Також модифікували композицію № 12, в якій для підсилення її 
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кислотоутворювальної активності збільшено частку L. cremoris до 2 %, а кількість S. 
thermophilus в інокуляті зменшено на 0,5 %. Оцінювання перспективності створених 
варіантів проводили за аналізом їх ростової активності в ПС № 1 (згідно з НД) 
впродовж 20 год з періодичним розкисленням у лабораторних умовах. Основними 
критеріями були: накопичення кислоти (Δ од. pH), нагромадження біомаси (Δ од. Е), 
співвідношення (%) між біомасою досліджуваних композицій та «ССК», яка 
слугувала контролем. Найкращими з досліджених визнано варіанти композицій №№ 
12, 15, 16, 17 та 22; найгіршим – № 19 (табл. 6.14). 
Таблиця 6.14. Характеристика бактеріальних композицій для сметани 
 
Варіант 
Видовий склад 
композиції 
Співвідношення 
між штамами, % 
Накопичення 
кислоти, 
Δ од. pH 
Накопичення біомаси 
Δ од. Е 
 
Відносно 
«ССК», % 
«ССК» cr.+dl.+ 
l.+th. 
2,0:0,5:0,5:2,0 1,94 3,34 100,0 
№12 cr.69+ шт.0-4+ 
шт.43 
2,0:1,5:1,5 1,97 3,50 104,8 
15 шт.63+ шт.0-4+ 
шт.31+ l.3 
2,0:1,0:1,0:1,0 2,04 3,42 102,4 
16 шт.63+ шт.0-4+ 
шт.31+ шт.53 
2,0:1,0:1,0:1,0 1,97 3,35 100,3 
17 шт.66 +шт.0-4+ 
шт.8+ шт.31 
2,0:1,0:1,0:1,0 1,95 3,10 92,8 
19 шт.67+ шт.0-5+ 
шт.31+ шт.53 
2,0:1,0:1,0:1,0 1,73 1,49 44,6 
22 cr.69+ шт.6+ 
шт.8 
2,0:2,0:1,0 1,99 3,17 94,9 
 
Остаточно сформували композиції з частковою ( №№ 1 та 3) та повною (№№ 2 
та 4) заміною штамів у вихідній культурі зі збереженням високих технологічних 
властивостей. Створені РК характеризувались вищою урожайністю у ПС № 1 та № 2 
для нагромадження «ССК» порівняно з вихідною ЗК, урожай був більшим на 
(25÷32) % залежно від ротації. (табл. 6.15).  
Ротації ЗК Іпровіт-ССК здійснюють за схемою, наведеною на рис. 6.13. 
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Таблиця 6.15. Ротаційні композиції ЗК Іпровіт-ССК 
Позначення 
 партії  
Штами МКБ Співвідношення  
між штамами  
Урожай1) у ВПС, 
г/дм3 
№1 №2 
Партія А 
РК1 
L. cremoris ЦМПМ 1218, 
L.lactis ІМВ В-7449   
L. diacetilactis ВКПМ В-2103 
S.thermophilus ВКПМ В-4464 і 
ІМВ В-7247  
2 : 0,5 : 0,5 : 1 : 1 
 
1,65±0,05 
 
1,70±0,05 
Партія В 
РК2 
L. cremoris ІМВ В-7256, 
 ІМВ В-7235  
S. thermophilus ІМВ В-7727 
1 : 1 : 3 
 
1,68±0,05 
 
1,74±0,03 
Партія С 
РК3 
L. cremoris ЦМПМ 1218, L. 
lactis ІМВ В-7449,  
S.thermophilus ВКПМ В-4464, 
ІМВ В-7249  
1 : 1 : 1,5 : 1,5 
 
1,66±0,03 
 
1,65±0,02 
Партія D 
РК4 
L. cremoris ІМВ В-7235, 
L. lactis ІМВ В-7257, ІМВ В-
7255  
S. thermophilus IMB B-7727 
1 : 1 : 1 : 2 
 
1,69±0,02 
 
1,70±0,04 
1) урожай вихідної ЗК (1218:1103:2103:2136 як 2:0,5:0,5:2) - (1,32±0,02) г/дм3; різниця 
достовірна при р≤0,01; жирним шрифтом виділено внесені зміни  
 
Створення РК «Іпровіт-СКМ» для сиру кисломолочного. Найважливішою 
ознакою для культур, що використовують у виробництві СКМ, є здатність до 
синерезису. Низька активність відшарування сироватки зумовлює високий вміст 
вологи, що негативно відбивається на технологічному процесі виробництва СКМ та 
не дозволяє отримати продукт високої якості. Встановлено, що здатність віддавати 
сироватку є, швидше, індивідуальною ознакою, і серед представників кожного виду 
МКБ зустрічались штами з різним ступенем здатності до синерезису (табл. 6.12).  
До складу ЗК «СКМ» поряд з активними кислотоутворювачами залучають 
штами, що здатні до синтезу ароматичних сполук. Нові ізольовані 127 штамів (див. 
підрозділ 6.1) та 43 штама з колекції ІПР було досліджено за сукупністю 
технологічних показників: тривалість утворення згустку, титрована кислотність на 
момент сквашування молока даними культурами, гранична кислотність та рівень 
газоутворення. Традиційними продуцентами діацетилу були мезофільні лактококи 
L. diacetilactis, окремі штами S. thermophilus також утворювали діацетил (табл. 6.16).  
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Таблиця 6.16. Здатність МКБ до утворення ароматичних сполук 
 
Вид МКБ Кількість 
штамів 
Вміст ароматичних сполук 
діацетилу, 
мкг/100 см3 
летких органічних 
кислот, мкекв/100 
см3 
ефірів1), 
мкг/100 см3 
L. lactis 56 – 140±35 0–17 
L. cremoris 38 – 155±18 0–35 
L. diacetilactis 31 390±30 280±36 10–54 
S. thermophilus 45 120±58 110±15 3–10 
        1) кількість ефірів перераховано на оцтовоетиловий ефір 
 
Найкращими продуцентами ароматичних сполук були штами L. diacetilactis – 
вміст діацетилу та летких органічних кислот (390±30) мкг/100 г та (280±36) 
мкекв/100 см3 ферментованого молока, що пояснюється особливостями їх 
біохімічної активності. Ці штами також утворювали найбільше ефірів – від 10 до 54 
мкг/100 г молока. Значну кількість ароматичних сполук продукували S. thermophilus, 
водночас ароматоутворювальна активність L. cremоris та L. lactis була помітно 
нижчою.  
 Високих санітарно-гігієнічних показників СКМ можна досягти за використання 
штамів-антагоністів щодо технологічно-шкідливої мікрофлори. Оцінку штамів 
проводили за антимікробною активністю до вилучених нами контамінантів 
молочної сировини: E. coli, Bacillus ssp., Pseudomonas ssp., Micrococcus ssp., 
Staphilococcus ssp., Proteus ssp. та термостійких молочнокислих паличок. Більшість 
L. lactis, L. cremoris та S. thermophilus пригнічували розвиток цих культур у різному 
ступеню, значення антагоністичного індексу (АІ) коливалось від 1 до 5 (табл. 6.17). 
Антагоністична дія L. diacetilactis була низькою, особливо до P. vulgaris, 
Pseudomonas ssp. та термостійких лактобацил. Із сукупності досліджених штамів 
відібрали ті, що були активними не менш ніж до трьох технологічно-шкідливих 
культур.  
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Таблиця 6.17. Антагонізм МКБ щодо технологічно-шкідливих бактерій 
 
Вид МКБ 
К
іл
ьк
іс
ть
 
ш
та
м
ів
 
Антагоністичний індекс, lg Nт/Nт+мкб 
E
. 
co
li
 
B
a
ci
ll
u
s 
sp
. 
M
ic
ro
co
cc
u
s 
sp
. 
P
. 
vu
lg
a
ri
s 
S
. 
a
u
re
u
s 
P
se
u
d
o
m
o
n
a
s 
sp
. 
Т
ер
м
о
ст
ій
к
і 
л
ак
то
б
ац
и
л
и
 
L. lactis 56 1-4 2-3 1-3 1-4 1-4 1-3 1-4 
L. cremoris 38 2-4 1-4 1-3 3-4 1-3 2-4 1-4 
L. diacetilactis 31 5-6 5-7 5-6 6-7 4-7 6-7 6-7 
S. thermophilus 45 1-5 2-5 2-4 3-6 2-5 2-5 3-6 
  
 
 На підставі проведеного аналізу, з урахуванням відбору за критеріями 
фагостійкості та нелізогенності відібрано 12 штамів МКБ з необхідними для 
виробництва СКМ властивостями. На їх основі створено 19 композицій, які 
проаналізовано за технологічними характеристиками ферментованого ними молока 
(інокулят 3 %, співвідношення між штамами 1,35:1:0,65). У такий спосіб зберігали 
структуру вихідної культури «СКМ» (табл. 6.18).  
Увагу приділяли визначенню таких показників як: МЗА, урожайність, 
синерезис, ароматоутворення та протеолітична активність композиції за 
ферментування молока. Як свідчать дані таблиці 6.18, заміна виробничого штаму L. 
cremoris М на шт. 1202 і 1220, L. acetoinicus 17 - на 1306 і 1309, а L. lactis 3/5 - на 
1105 не знижувала МЗА модифікованих композицій. Наразі використання штаму L. 
lactis 1112 призводило до подовження терміну коагуляції молока на (1,2-2,0) год, що 
ставило під сумнів його використання. Залучення до складу композицій L. 
diacetilactis 1306 сприяло ароматоутворенню, однак інтенсивність цього процесу 
залежала від способу підготовки інокуляту. Найкращі результати отримано під час 
заквашування молока культурами, вирощеними у ГБ з 1 % цитрату натрію. 
Найменша кількість МКБ нагромаджувалась у варіантах композицій № 8 і 13. 
Молоко, ферментоване композиціями зі залученням штамів L. lactis 1105, L. cremoris 
1202 і L. diacetilactis 1310 (з колекції ІПР) та L. lactis 1139, L. cremoris С3; L. 
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diacetilactis 1140 і S. thermophilus 7512 (нові селекціоновані штами) 
характеризувалося вищими показниками загальної чисельності МКБ. 
Таблиця 6.18. Технологічні властивості композицій для СКМ 
 
Остаточно відібрали 5 композицій, що вирізнялись найвищими ростовими 
характеристиками. Проведені зміни обумовили необхідність корекції 
технологічного регламенту одержання ЗК. Ефективність нагромадження БМ 
залежала від складу поживного середовища (ПС) та співвідношення між кількістю 
вуглецю до азоту. Основою ПС1 служила сироватка, освітлена термокоагуляцією та 
збагачена ферментним гідролізатом сухого знежиреного молока (СЗМ) 1 %, 
сірчанокислим марганцем 0,016 %, по 1% дріжджового автолізату (ДА), цитрату 
натрію та  лактози. Основою інших ПС служило гідролізоване протосубтиліном 
знежирене молоко: ПС 2 - 3 % СЗМ з додаванням пептону 0,5 %, лактози 1,0 % і 
№  
РК 
Склад 
 композиції 
МЗА, 
год 
Чисельніст
ь МКБ, 
×108КУО/с
м3 
Синерезис
, % 
Аромато-
утворення, 
хв 
К l. 3/5 + cr. M + ac. 17 6,0±0,5 5,8±1,3 28±1 6±0,2 
1 1105+ cr. M + ac. 17 6,0±0,2 7,8±1,0 30±2 6±0,2 
2 l. 3/5+ 1202+ ac. 17 6,0±0,5 6,3±0,9 24±1 7±0,1 
3 l. 3/5 + cr. M + 1306 7,0±0,5 6,6±0,6 26±1 5±0,2 
4 1105+1202+ac.1 6,0±0,2 6,8±0,5 30±1 7±0,2 
5 l. 3/5 +1202+1306 6,5±0,5 6,4±0,9 24±1 5±0,2 
6 1105+ cr. M + 1306 6,5±0,3 6,6±0,6 26±1 6±0,2 
7 1105+ 1202+ 1306 6,0±0,2 8,2±0,4 30±2 6±0,1 
8 1112 + cr. M + ac. 17 8,0±1,0 3,2±1,1 28±1 7±0,1 
9 l. 3/5+1220 + ac. 17  6,2±0,5 4,6±0,7 29±1 8±0,2 
10 l. 3/5 + cr. M + 1309 6,5±0,5 3,8±0,8 24±1 6±0,1 
11 1112 +1220 + ac. 17 7,5±0,3 4,4±0,3 30±2 7±0,2 
12 l. 3/5+1220 +1309 6,5±0,2 3,2±1,0 28±1 6±0,2 
13 1112 + cr. M+1309 5,5±0,5 3,6±0,5 28±1 6±0,1 
14 1112+ 1220 +1309 6,0±0,2 6,3±1,5 29±1 6±0,1 
15 1139+1220+ 1310 6,1±0,1 5,3±0,5 30±2 8±0,2 
16 1105+1200+1140 6,0±0,2 6,8±0,5 30±1 7±0,2 
17 1105+ 1202+1310 6,0±0,2 6,4±0,5 30±1 7±0,2 
18 1105+ 1202+1140 6,2±0,1 5,8±0,5 31±1 7±0,1 
19 1103+ С3+1306 5,9±0,2 5,2±0,5 32±2 8±0,2 
20 1139+ С3+1140 5,9±0,2 6,0±0,5 31±1 7±0,2 
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кукурудзяного екстракту 2 %; ПС 3 - без лактози; ПС4 – 1% СЗМ, пептон 0,5 %, ДА 
2 %, лактози і глюкози по 0,5 %, сірчанокислого магнію 0,02 % та твін-80 0,1 %. 
Середовища ПС1 і ПС2 також містили аскорбінову кислоту 0,05 %. Найліпші 
показники росту встановлено при нарощування РК у ПС1 та ПС2 за співвідношення 
між кількістю вуглецю до азоту від 3,2 до 4,5 (табл. 6.19). 
Таблиця 6.19. Вихід біомаси залежно від складу середовища 
Середовище 
Концентрація, мг/см3 
С/N 
Урожай1), г/дм3 
вуглеводів, 
C 
розчинного 
білка, N 
РК1 РК2 РК3 РК4 РК5 
ПС1 38,64±0,82 9,45±0,68 3,7-4,5 1,90 1,90 1,92 1,90 1,91 
ПС2 39,20±0,22 12,12±0,02 3,2-3,3 1,53 1,72 1,72 1,54 1,70 
ПС3 28,00±0,10 12,15±0,03 2,2-2,3 0,77 0,91 1,02 0,79 1,01 
ПС4 46,24±0,06 6,32±0,05 7,2-7,4 1,45 1,42 1,48 1,46 1,46 
1) середньоарифметичні значення, довірча межа для р≤0,05 складає ±0,1 г/дм3 
Щоб інтенсифікувати ріст МКБ, до рецептури ПС1 та ПС2 додатково залучили 
1 % глюкози, а також на 6 год культивування у обох середовищах застосували 
підживлення культури знежиреним молоком. Значення рН культуральної рідини 
підтримували впродовж всього процесу на рівні (6,6±0,2) од. Встановлено, що у 
ПС1 культура росла з постійною швидкістю впродовж 12 год, про що свідчив 
вузький діапазон значень питомої швидкості росту –  від 0,50 год-1до 0,54 год-1. 
Динаміка розвитку ЗК у середовищі ПС2 була подібною до такої у ПС1. Слід лише 
зауважити, що в останньому питома швидкість росту була стабільнішою – 
(0,51÷0,52) год-1. Нарощування БМ більше 12 год супроводжувалось зниженням 
темпу приросту культури -  склала 0,32 та 0,35 год-1 для ПС1 і ПС2, відповідно 
(рис. 6.14, (1). Отже, культура переходила до стаціонарної фази, тому процес 
нагромадження БМ обмежили (13±1) год. Аналіз біохімічного складу середовищ 
показав, що активне споживання вуглеводів відбувалось напочатку нарощування 
БМ. При цьому істотних розбіжностей між РК не постерігали; вміст вуглеводів 
наприкінці нарощування зменшився на (95-98) % (рис. 6.14, (2). Застосування таких 
технологічних операцій дозволило майже повністю уникнути адаптаційного періоду 
за розвитку у ПС, підвищити питому швидкість росту, подовжити до 12 год активну 
фазу росту та збільшити вихід БМ у 3 рази. На (13±1) год росту у ПС1 і ПС2 вихід 
БМ склав, відповідно, (5,70±0,03) і (5,12±0,01)  г/дм3, а економічний коефіцієнт – 
0,76 і 0,72. Склад РК для нагромадження ЗК Іпровіт-СКМ наведено в табл. 6.20. 
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                                       1)                                                                     2) 
Рис. 6.14. Динаміка та питома швидкість росту (1), утилізації вуглеводів (2) 
культури СКМ у виробничих поживних середовищах ПС1 і ПС2  
 
Таблиця 6.20. Ротаційні композиції ЗК Іпровіт-СКМ 
Позначення 
партії 
Штами МКБ 
Співвідношення 
між штамами 
Урожай1) у ВПС, 
г/дм3 
1 2 
Партія А 
РК 1 
L. lactis  ІМВ В-7257 
L. cremoris ІМВ В-7260  
L. diacetilactis ІМВ В-7259  
S. thermophilus ІМВ В-7512  
1 : 1 : 1: 1 5,6±0,10 
 
5,10±0,10 
Партія В 
РК 2 
L. lactis  ІМВ В-7449  
L. cremoris  ІМВ В-7252  
L. diacetilactis ІМВ В-7259  
2 : 1 : 1 5,6±0,10 
 
5,10±0,10 
Партія С 
РК 3 
L. lactis ІМВ В-7105  
L. cremoris ІМВ В-7260  
L. diacetilactis ІМВ В-7510 
S. thermophilus ІМВ В-7512  
1 : 1 : 1: 1 5,6±0,10 
 
5,10±0,10 
Партія D 
РК 4 
L. lactis ЦВКПМ В-5725  
L. cremoris ІМВ В-7235 
L. diacetilactis ІМВ В-7175  
1 : 2 : 1 5,6±0,10 
 
5,10±0,10 
Партія Е 
РК 5 
L. lactis ІМВ В-7449  
L. cremoris ІМВ В-7235 
L. diacetilactis ІМВ В-7510 
1 : 1 : 1 5,6±0,10 
 
5,10±0,10 
1) урожай вихідної ЗК (1,95±0,02) г/дм3 ; різниця достовірна при р≤0,01; жирним 
шрифтом виділено внесені зміни до складу композицій 
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6.5. Особливості створення ротаційної композиції для продукту 
функціональної дії 
Біотехнологічний підхід створення РК для біологічно-активного 
бакконцентрату (БК) мав свої особливості. Основна відмінна риса – неможливість 
повної заміни штамів, оскільки вони є пробіотиками, що мають доведений 
функціональний вплив на організм людини [359]. Отже, головна вимога, яку треба 
було дотриматись - зберегти унікальні штами композиції. Цю задачу було вирішено 
введенням до складу РК нечутливих до бактеріофагів мутантних штамів BнМШ S. 
thermophilus, які забезпечили необхідні технологічні властивості без зміни 
функціональної активності препарату. Одержання BнМШ подано у підрозділі 6.2. 
Ведення нових складників обумовило необхідність вивчення взаємозв’язків між 
компонентами РК. Для цього застосували метод “лунок”: 1) спочатку одні штами 
засівали бактеріальним газоном на поверхню агару, а інші вносили до лунок; 2) 
потім культури міняли місцями, тобто тепер до лунок вносили культури, що раніше 
засівали на поверхню агару. Отримано 189 дво-компонентних композицій (табл. 
6.21), що характеризувались 5-а типами взаємовідносин: взаємне стимулювання, 
синергізм – у 2 композицій; взаємне пригнічування, активний антагонізм - у 6; 
пригнічування одних складників іншими, вибірковий антагонізм - у 26; відсутність 
впливу, нейтралізм - у 111; стимулювання одних складників іншими, коменсалізм - 
у 44. Різне внесення інокулята у двох серіях досліджень дозволило детальніше 
вивчити характер взаємовідношень, що склались між штамами у композиціях. Крім 
активного взаємного антагонізму та синергізму спостерігали пригнічування 
(вибірковий антагонізм) або стимулювання росту лише одного штаму (коменсалізм) 
в комбінації. Отримані данні були враховані при створенні трьох-компонентних 
комбінацій. Сформовано 10 трьох-компонентних композицій (один штам En. faceium 
+ два штама S. thermophilus) та 10 чотирьох-компонентних композицій (один штам 
En. faceium + три штама S. thermophilus), які були сумісними за спільного 
культивування та характеризувались нейтралізмом, коменсалізмом чи синергізмом. 
Досліджували функціонування створених композицій (3 % інокуляту) за 
ферментації молока 3,2 % жиру. Результати вивчення фізико-хімічних показників 
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одержаних продуктів подано в таблиці 6.22. Встановлено, що чотирьох-компонентні 
композиції були стабільнішими - діапазон мінливості показників був меншим. 
Продукти, отримані за їх ферментації характеризувались помірною кислотністю, 
кращими органолептичними та реологічними властивостями. Композиція № 14 була 
визнана найліпшою та була застосована для виробки БК в умовах ДДП ІПР. В 
таблиці 6.23 подано данні, що засвідчили високі мікробіологічні та фізико-хімічні 
показники отриманого БК. Ефективність розробленої ротації перевірено під час 
виробництва ФМП у виробничих умовах. На рис. 6. 15 подано динаміку кислотності 
за ферментації молочної основи створеним БК із розрахунку 18 г/т.  
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Рис. 6.15. Динаміка кислотності молочної основи за ферментації 
БК «Стрептосан»: промислові умови  
 Аналіз росту ротаційної композиції БК «Стрептосан» у молочній основі 
показав, що фаза затримки росту була 1,5 год культивування. Оскільки молочна 
основа для виробництва продукту складається з великої кількості компонентів, 
деякий час був необхідний для адаптації з боку мікробіоти. Натомість фаза 
логарифмічного росту тривала наступні 6,0 год. Титрована кислотність готового 
продукту в кінці фасування становила 86 °Т, активна кислотність була на рівні 4,7 од 
рН. Отриманий ФМП визнано якісним, що відповідав вимогам НД. 
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Таблиця 6.21. Дослідження взаємовідносин штамів у двох-компонентних композиціях:метод лунок 
 
№ 
п\п 
лунки 
 
поле 
74-4 М/3 V-2-6 СТ-4-
3 
СТ-4-
6 
381/9 СТ 
А4-9 
СТ 
А4-6 
2094-
19 
66 
25л 
27/ 
14л 
27-51 
л 
2185/ 
13 
2196/ 
34 
2192/ 
2 
2193/ 
34 
36-8 
(3) 
36-8 
(9) 
Е1/1 Е1 
FR 21 
1 74-4 0 - + + + + - - + + + - + + + + + + + + 
2 М/3 - 0 + +   + + + + + + + + + + + + +  
3 V-2-6 - + 0 - - -  + + - + + + - + + + + +  
4 СТ-4-3  + + 0 +  +    +    + + + + +  
5 СТ-4-6 - + + + 0 + + + + + +  + + + + + + +  
6 381/9 + + - - + 0 + + + + +   - + + + + +  
7 СТ А4-9 - - + + + + 0 + + + + + + + + + + +   
8 СТ А4-6 + - + - + + + 0 + + + + + + + + + + +  
9 FR 2094-
19 
+ + + + + + + + 0 - - - -  + + + + +  
10 FR 66 
25л+ 
+ + + + + + + + + 0 - - +  - + + + +  
11 FR 27 -
14л 
- + + + + - + + + - 0 + + + +   + +  
12 FR 27-51 
л+ 
+ + + + +  +  + + + 0 + + + + + +  + 
13 St. 
2185/13 
+  + + + + + + + + + + 0 -       
14 St. 
2196/34 
+ - + + + - + + + +   - 0 - - + - +  
15 St. 2192/2 + + + + + + + + + + + + + + 0 - + +   
16 St. 
2193/34 
+ + + + + - + + + + + + + + + 0 + + +  
17 36-8 (3) + + +  + + + + + + + + + - + + 0 - +  
18 36-8 (9) + + + + + + + + + + + + + + + + + 0   
Примітка:  інтенсивний ріст при сумісному культивуванні; + наявність росту; - відсутність росту 
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Таблиця 6.22. Характеристика трьох- та чотирьох-компонентних композицій 
№ 
п/п 
Композиція 
Співвідноше
ння 
Тривалість 
сквашування, 
год 
Титрована кислотність 
після витримки 16 год. за 
2°С, у °Т 
В’язкість 
Органолептична характеристика 
згустку спз Па·с 
 E. faceium+ S. thermophilus + S. thermophilus  
1 Е1+381-2+27/14 1:1:1 5 82 73,00 0,073 однорідний, в’язкий, смачний 
2 Е1+СТ4-6+27/14 1:1:1 5 82 85,11 0,085 
сироватка, немає згустку, соплистий, 
однорідний 
3 Е1+СТА4-9+27/14 1:1:1 3,7 94 42,24 0,042 однорідний, в’язкий, кисло-молочний 
4 Е1+V-2-6+27/14 1:1:1 3,7 90 80,97 0,081 
однорідний, в’язкий, густий, не має 
сироватки 
5 Е1+СТ4-6+381-2 1:1:1 3,7 100 90,49 0,090 
однорідний, в’язкий, кисло-молочний, не 
має сироватки 
6 Е1+СТ4-6+СТА4-9 1:1:1 5 94 64,00 0,064 більш рідкий, смак ряжанки, в’язкий 
7 Е1+СТ4-6+V-2-6 1:1:1 5 92 105,32 0,105 сироватка, більш в’язкий 
8 Е1+СТА4-9+V-2-6 1:1:1 3,7 94 70,93 0,071 
однорідний, в’язкий, кисленький, 
сироватки не має 
9 Е1+381-2+V-2-6 1:1:1 5 88 115,43 0,115 
сироватка, жаба, однорідний,  в’язкий, 
без крупки, менш кисліше 
10 Е1+381-2+ СТА4-9 1:1:1 3,7 98 62,03 0,062 однорідний, в’язкий, смачний 
11 Е1+381-2+ СТ4-6+27/14 1:0,5:0,5:1 5 84 86,50 0,087 однорідний, в’язкий, не має густоти 
12 Е1+ СТА4-9+ СТ4-6+27/14 1:0,5:0,5:1 3,7 94 56,58 0,057 
однорідний, дуже в’язкий (жаба), кисло-
молочний смак 
13 Е1+ V-2-6+ СТ4-6+27/14 1:0,5:0,5:1 3,7 92 85,92 0,086 
однорідний, в’язкий, не має густоти, 
кисленький 
14 Е1+ СТА4-9+ V-2-6+27/14 1:0,5:0,5:1 3,7 86 70,96 0,071 однорідний, не кислий смак 
15 Е1+ СТА4-9+ 381-2+27/14 1:0,5:0,5:1 3,7 98 64,40 0,064 
однорідний, в’язкий, смачний, без 
сироватки 
16 Е1+ 74-7+ СТА4-9+27/14 1:0,5:0,5:1 3,7 94 65,017 0,065 
однорідний, жаба, в’язкий, менш 
кисліше 
17 Е1+ 74-7+ V-2-6+27/14 1:0,5:0,5:1 3,7 86 81,25 0,081 більш в’язкий, без сироватки 
18 Е1+ 74-7+ СТ4-6+27/14 1:0,5:0,5:1 3,7 84 74,98 0,075 
однорідний, жаба, кисло-молочний смак, 
без сироватки 
19 Е1+ 74-7+ 381-2+27/14 1:0,5:0,5:1 5 82 68,58 0,069 менш в’язкий, більш прісний смак 
20 Е1+ 74-7+ СТА4-9+27/14 1:0,5:0,5:1 4 96 59,66 0,060 в’язкий, кисленький 
 Контроль молока   18    
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Таблиця 6.23. Фізико-хімічні та мікробіологічні показники БК «Стрептосан» 
Показник Характеристика та норма 
Зовнішній вигляд Сипучий порошок без сторонніх 
включень 
Колір Від кремового до світло-
коричневого 
Масова частка вологи не більше, % 5,0±0,2 
Активність бакконцентрату: 
-тривалість сквашування молока (при 
внесенні 1 г на 1 дм3) при 39 °С, год. 
-титрована кислотність через 3 год, °Т 
 
5,5-6,0 
 
40-45 
Індекс розчинності, см3 осаду 0,4±0,1 
Вихід препарату, г/дм3 9,3±0,5 
Загальна МКБ, КУО/г (4,0 - 6,5)×1010 
Загальна кількість E. faceium,  КУО/г (1,0 - 2,1)×1010 
БГКП (коліформи), у 1 г Відсутні 
Дріжджі та плісень, у 1 г Відсутні 
Патогенні мікроорганізми, в т.ч. роду 
Сальмонела, у 10 г  
 
Відсутні 
Мікроскопічний препарат Диплококи, ланцюжки коків різної 
довжини 
  
 Висновки до розділу 6. 
 Встановлено біотехнологічні підходи щодо виявлення, ідентифікації та селекції 
мікроорганізмів різних таксономічних груп, що характеризуються природною 
стійкістю до фагів. Проведено виділення фагостійких штамів з природних джерел 
поширення - самоквасних некомерційних молочних продуктів. Запропоновано 
алгоритм ідентифікації культур на підставі скринінгу колоній певного таксону зі 
специфічним морфотипом у елективних середовищах; фізіолого-біохімічних тестів 
згідно Bergey’s; біохімічним профілем зі застосуванням систем API 20 STREP та АPI 
50 CHL (bioMerieux, Франція) та за допомогою ПЛР з використанням розроблених 
нами видоспецифічних праймерів (Патенти України на винахід №№ 107897, 105349, 
114260, 111130, 112951) (Додаток В). Опрацьовано метод одержання нечутливих до 
бактеріофагів мутантних штамів БнМШ S. thermophilus як ефективний елемент 
збереження активності заквашувальної мікробіоти. Доведено, що завдяки створеній 
колекції промислових фагів, можливо проводити скринінг фагостійких штамів МКБ. 
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Колекцію промислових штамів ІПР НААН України поповнено 28 штамами, з них 
найактивніші 7 штамів L. lactis 7449, L. cremoris 7235, L. diacetіlactis 7510, Lb. 
acidophilus 7618, S. thermophilus 7512; 7727 та 7728 задепоновано в ІМВ НАН та 
застосовано у розробці нових біотехнологій. Розроблено принципи створення 
ротаційних композицій: 
1) скринінг штамів за маркерами фагорезистентності до вірулентних фагів МКБ, 
виділених за промислових умов. Це зумовлює необхідність проведення системного 
фагового моніторингу, спостереження за біоциркуляцією, структурними 
відозмінами популяції фагів МКБ; 
2) залучення до ЗК штамів з різним фаготипом. Необхідно враховувати 
специфічність впливу фагу та створювати ЗК таким чином, щоб у разі інфікування 
одного штаму, процес ферментації не сповільнювався за рахунок розвитку інших 
штамів — стійких до цього типу фагу; 
3) виявлення лізогенних штамів. Рекомендовано залучати до ЗК нелізогенні 
штами, оскільки профаги можуть за певних умов переходити до літичного циклу 
розвитку та лізувати штами закваски;  
4) використання у складі ЗК нечутливих до бактеріофагів мутантних штамів 
БнМШ дозволяє стабілізувати молочнокислий процес і в значній мірі знизити 
вірогідність фаголізису навіть в умовах фагової інфекції.  
 Розроблено ротаційні композиції для виробництва ряжанки (4 РК), сметани (4 
РК), сиру кисломолочного (5 РК), продукту функціональної дії (1 РК), які 
апробовано та впроваджено у виробництво на ДДП ІПР НААН. Біотехнологічні 
підходи виробництва РК впроваджено у розроблені в співавторстві НД: ТУ У 15.5-
00419880-100:2010 «Культури заквашувальні сухі та рідкі. Технічні умови», 
Технологічна інструкція з виробництва заквашувальних культур «ІПРОВІТ» до ТУ 
У 15.5-00419880-100:2010 «Культури заквашувальні сухі та рідкі. Технічні умови» 
(Додаток Б). Авторські права підтверджено Свідоцтвом № 51033 про реєстрацію 
авторського права на твір, дата реєстрації 30.08.2013 [360] (Додаток В). За 
матеріалами досліджень опубліковано наукові статті [247, 345, 358, 361-364], 
матеріали тез [365-366], отримано патенти України [231-232] (Додаток В).  
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РОЗДІЛ 7. ТЕХНОЛОГІЇ ЗАСТОСУВАННЯ ФАГОСТІЙКИХ МКБ 
 
7.1. Технологія Іпровіт-S. thermophilus - продуцентами екзополісахаридів 
Фахівцями показано, що екзополісахарид-продукуючі штами S. thermophilus 
відіграють провідну роль у формуванні текстури ферментованого молока, зокрема, 
шляхом пришвидшення процесів зсідання молока, збільшення в`язкості, посилення 
пластичності згустку та його стійкості до синерезису при механічному втручанні, 
яке є неминучим у технологіях резервуарного способу виробництва кисломолочних 
продуктів [240]. Метою етапу роботи була розробка технології бактеріального 
концентрату (БК) на основі штамів S. thermophilus - продуцентів екзополісахаридів, 
природних згущувачів консистенції ферментованих продуктів, що характеризуються 
високою фагорезистентністю. Застосування такого препарату як альтернативи 
штучним стабілізаторам у виробництві ФМП, зробить технологічний процес 
простішим, а користь та якість продукції - вищими. 
7.1.1. Дослідження ролі екзополісахаридної капсули в захисті клітин від 
фагового ураження. Відомо, що деякі штами S. thermophilus здатні утворювати 
екзополісахариди двох видів: вільні (ЕПС) та капсульні (КПС) полісахариди, щільно 
прикріплені до поверхні клітини. Чутливість МКБ до фагів залежить від наявності 
комплементарних до них специфічних сайтів на клітинній стінці (первинних 
рецепторів) для приєднання вірусних часток, а у разі наявності капсули відбувається 
впізнавання КПС полісахаридів (вторинних рецепторів). ЕПС+ штами мають 
гідрофільнішу поверхню клітин опосередковану структурою екзополісахариду, який 
маскує рецептори на поверхні клітини [367-368]. Отже, наявність ЕПС має важливе 
значення у механізмі природної фагостійкості МКБ внаслідок зменшення ділянок 
адсорбції специфічних фагів на поверхні бактеріальної клітини, ускладнення руху 
фагів до клітини крізь слизовий шар або ж маскування певних рецепторів [177, 241]. 
Проведено дослідження здатності S. thermophilus продукувати ЕПС та їх вплив 
на взаємодію з видоспеціфічними фагами. Встановлено, що 74 % штамів S. 
thermophilus були резистентними щодо видоспецифічних фагів fS1 та St-2 з колекції 
фагів, виділених нами на заводах України (Розділ 4). За індексом літичної 
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активності (Іл) встановлено, що фаг St-2 є агресивнішим по відношенню до 
досліджених бактерій. Значення Іл  для нього становило 0,26, що у 1,5 рази більше 
ніж для фага f S1 (табл. 7.1) [241]. 
Таблиця 7.1. Взаємозв'язок фагостійкості та капсулоутворювальної здатності  
 Номер 
штаму 
Наявність  
Капсули1) 
 
Розмір капсули, 
 мкм 
Фаг 
 fS1 
Фаг 
 St-2 
мін-макс середнє 
2136 + 5,8-8,9 6,3 FR2) FR 
2142 - - - FS3) FS 
2168 + 2,5-9,0 4,9 FR FR 
612 - - - FS FS 
7512 + 3,8-10,9 6,7 FR FR 
27 - - - FS FS 
2137  + 10,3-10,6 10,5 FR FR 
6-15 + 1,5-2,4 1,9 FR FS 
2138 + 5,6- 7,7 6,7 FR FR 
2196 + 4,9-6,9 5,9 FR FR 
2145 + 2,6-6,1 4,3 FR FR 
74 + 3,2-4,9 4,0 FR FR 
27/2 + 1,2-2,3 1,7 FR FS 
2120 + 4,1-8,0 6 FR FR 
2185 + 4,1-10,3 6,2 FR FR 
2178 + 6,6-9,6 8,1 FR FR 
2192 + 8,3-17,0 12,6 FR FR 
 7727 + 10,4-11,6 11,0 FR FR 
2128 - - - FS FS 
2193 + 9,7-10,1 9,9 FR FR 
2147 - - - FS FS 
7728 + 11,1-12,7 11,9 FR FR 
381 + 4,1 - 9,2 6,6 FR FR 
    1)  - /+ не має/має  капсулу; 2) фагостійкий штам; 3) фагочутливий штам 
 
Фагостійкі (FR) штами характеризувались морфологічною гомогенністю 
популяції клітин - диплококи, ланцюжки коків у капсулах (рис. 7.1, (3-4)).  
Водночас розмір капсул FR штамів варіював у достатньо широких межах - 
діапазон товщини капсули складав (4,0÷12,6) мкм (табл. 7.1) [241]. 
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Рис. 7.1. Фіксовані препарати S. thermophilus, 
зафарбовані за методом Омелянського (збільшення 10х100):  
1) довгі ланцюжки коків без капсул, шт. 27 ; 2) маленькі капсули (1,1–1,7) мкм, шт. 6-15;  
3) середні капсули (2,6–5,2) мкм, шт. 2145; 4) великі капсули (6,4–11,2) мкм, шт. 381 
  
 
Фагочутливі (FS) штами утворювали дві морфогрупи: 1) культури з 
гетерогенною, неоднорідною морфологією клітин - диплококи без капсул, багато 
«пустих» клітин (клітини, що втратили здатність до забарвлення цитоплазми), 2) 
диплококи в капсулах невеликого розміру (1,7÷1,9) мкм (рис. 7.1, (1-2)). Капсули 
такого розміру не захищали бактерії від впливу бактеріофагу St-2, в той час як до 
фагу fS1 вони були стійкими [241]. 
Для з’ясування значення капсули в захисті клітин від фагового ураження 
дослідили фагостійкість КПС+ штамів S. thermophilus до та після обробки 30 % 
трихлороцтовою кислотою (ТХК). Вплив кислоти на капсули спостерігали 
безпосередньо під мікроскопом, приклад показано для культури St 381 на рис. 7.2. 
 
1 2 
3 4 
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Рис. 7.2. Фіксовані препарати S. thermophilus шт. 381: 
1) обробка ТХК, 20 °С; 2) обробка ТХК, 100 °С 5 хв 
 
Клітини, оброблені кислотою за температури 20 °С мали характерну для них 
морфологію - ланцюжки коків різної довжини у капсулах. При цьому розмір капсул 
варіював від 4,1 до 9,2 мкм (рис. 7.2 (1)). Отже, приєднання капсули до клітинної 
стінки бактерій відбувається дуже міцно. Robitaille висловив припущення, що даний 
зв'язок існує завдяки електростатичним силам [369]. Лише за обробки ТХК 
впродовж 5 хв при температурі 100 °С у культури St 381 не встановлено наявності 
капсул (рис. 7.2 (2)). Дослідженням відношення до фагів fS1 та St-2 встановлено, що 
оброблені культури без природного захисного чохла були вразливими до впливу 
фагів. Кислота руйнувала КПС-полісахарид і, ймовірно, це полегшувало доступ 
фагів до специфічних рецепторів на бактеріальній стінці [241]. 
Встановлено, що фагостійкі штами St 381 і St 2192 вирізнялись найвищою 
продукцією КПС і ЕПС полісахаридів (рис. 7.3). Отже, здатність культур 
протистояти фагу може бути обумовлена рівнем продукції полісахаридів. 
Необхідно зауважити, що невелика за розміром капсула не захищала штами від 
усіх типів фагів. Культури St 6-15 та St 27/2 хоча і продукували КПС полісахарид, 
але в значно меншій кількості порівняно з FR штамами, і були чутливими до фагу 
St-2 (див. рис. 7.3) [241]. 
2 1 
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Рис. 7.3. Синтез вільного (ЕПС) та капсульного (КПС) полісахариду:  
у FR- та FS-штамів S. thermophilus 
 
Аналіз даних показав, що між такими показниками як: розмір капсул штамів і 
ефективна в’язкість кисломолочних продуктів за їх ферментації існували тісні 
зв’язки, коефіцієнт кореляції мав позитивне значення r=0,74 (рис. 7.4).  
 
Рис. 7.4. Зміна в’язкості продуктів від розміру капсул S.thermophilus:  
розмір капсул - стовпчики; ефективна в'язкість - крива лінія 
  
 Фактичне значення t-критерія Ст`юдента=4,491 перевищувало критичне 
значення t-критерія Ст`юдента=2,12, tфакт. > tкрит., залежність показників статистично 
значима (p<0,01). У результаті проведеного дослідження встановлено структурно-
функціональні відмінності між FR- та FS-штамами S. thermophilus. Показано, що 
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капсула може захистити клітини від літичної дії певних типів фагів S. thermophilus. 
Отримані результати узгоджуються з даними інших дослідників про те, що здатність 
МКБ утворювати капсули позитивно впливає не лише на реологію продуктів, але й є 
природним захисним механізмом від фагового ураження [370]. Про зв’язок між 
здатністю до продукції ЕПС і фагостійкістю повідомлено також Deveau [371]. 
Науковці наголошують, що фагостійкість ЕПС+ штамів обумовлена, як правило, 
комплексом фагозахисних механізмів. Проте на нашу думку при первинному відборі 
штамів до складу заквашувальної мікробіоти доцільно проводити морфологічний 
аналіз щодо здатності утворювати капсули [241].  
Було досліджено структурно-механічні характеристики молока, ферментованого 
відібраними фагостійкими ЕПС+ штамами S. thermophilus. Показано, що руйнування 
кисломолочного згустку за ферментації S. thermophilus відбувалось за високих 
значень показників швидкості деформації та напруження зсуву. Отримані значення 
індекса текучості (n=0,3) дозволили класифікувати одержані кисломолочні продукти, 
як псевдопластичні системи. На рис. 7.5 показано приклад дослідження реологічних 
властивостей продукту ферментації штама S. thermophilus 7179. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 7. 5. Залежність напруження зсуву від швидкості деформації  
кисломолочних продуктів S. thermophilus 7179 
Аналіз реологічних властивостей за темпом руйнування структури (m=0,8) 
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засвідчив, що штами є перспективними з точки зору покращення консистенції 
молочних згустків. У результаті було відібрано штами S. thermophilus 7179, 7247, 
7248 та 7249, які характеризувались здатністю до продукування капсульних та 
вільних екзополісахаридів, фагостійкістю, перспективні до застосування у 
біотехнологічних розробках молочної продукції [241, 372-373].  
 7.1.2. Технологічний регламент виготовлення бактеріального концентрату. 
Опрацювання технологічних параметрів та режимів виробництва БК S. thermophilus 
вели у напрямку збереження високої активності, швидкої реактивації та розчинності 
препарату. Враховуючи високу швидкість росту S. thermophilus досліджено 
можливість підготовки посівного матеріалу шляхом внесення у 10 % ВСЗМ 
інокуляту в кількості 3 % та культивування до утворення згустку впродовж 6 год. 
Ростову активність оцінювали за рівнем споживання лактози та нагромадження 
клітин штамами S. thermophilus (рис. 7.6).  
Рис. 7.6. Активність росту та споживання лактози S. thermophilus  
З рис. 7.6 видно, що активність утилізації лактози S. thermophilus мала істотні 
штамові розбіжності. Нові селекціоновані штами за 6 год росту споживали від 11 до 
18 % вуглеводу, тоді як виробничі S. thermophilus №№ 2120 і 381 (взяті до аналізу як 
контролі) – лише 10 %. Слід зауважити, що чіткого взаємозв'язку між рівнем 
споживання лактози та урожайністю штамів не спостерігали. Так, за утилізації 
шт. 2120 шт. 2138 шт. 381 шт. 2168 шт. 2178 шт. 2185 шт. 2192 шт. 2193 шт. 66
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майже 17 % лактози чисельність клітин штаму № 2193 зросла у 11,5 разів, а штам № 
2168 збільшив вміст більше ніж у 24 рази та використав лише 11 % лактози молока. 
Виробнича культура S. thermophilus 381 мала найнижчі ростові показники. Тому 
надалі досліджували особливості росту S. thermophilus у 10 % ВСЗМ впродовж 
більшого терміну - 12 год (табл. 7.2). Серед штамів вибірки чітко вирізнялись 
більшою активністю культури S. thermophilus, відібрані на попередніх етапах за 
фагостійкістю, здатністю до продукції ЕПС тощо. 
Таблиця 7.2.Технологічні властивості штамів S. thermophilus 
Штами Активна  
кислотність,  
од. pH 
Титрована 
кислотність, 
°Т 
Збільшення 
чисельності клітин,  
Δ N 
2168 4,10 60 38,5  
2178 4,19 68 52,1  
2185 4,40 80 143,5  
2192 4,20 85 120,8  
2193 4,35 90 280,5  
О-4 4,45 90 348,3  
СТ-гр 4,30 85 116,7  
381 4,15 65 44,9  
    
Співставлення наведених в табл. 7.2 та рис. 7.6 даних відносно культивування 
монокультур термофільних стрептококів вказувало на те, що скорочення терміну їх 
вирощування з 12 до 6 год призводило до значного зменшення урожайності ЕПС+ 
штамів. В залежності від штаму нагромадження біомаси було від 4,7 (№ 381) до 23,9 
(№ 2193) разів меншим. Отже, приготування посівного матеріалу сквашуванням 
молока лише до утворення згустку не достатньо для забезпечення високих значень 
початкового титру клітин у ферментері. 
S. thermophilus потребують для свого розвитку наявність у поживному 
середовищі (ПС) джерел вуглецевого живлення, азотовмісних компонентів, 
вітамінів, мікроелементів [374]. Проаналізовано вплив окремих речовин на 
урожайність S. thermophilus за росту у 12-ти ПС різного складу. Основою середовищ 
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було 3 % ВСЗМ, гідролізоване протосубтиліном з додаванням 1,0 % лактози і 0,05 % 
аскорбінової кислоти (№ 1); 2,0 % дріжджового автолізату (ДА) (№№ 2, 5 і 6); 0,5 % 
натрію оцтовокислого (№№ 3 і 5); 0,5 % натрію лимоннокислого (№№ 4 і 6); 0,05 % 
магнію сульфату (№ 7); 2,0 % кукурудзяного екстракту (КЕ) (№ 8); 2,0 % глюкози 
(№ 9); 2,0 % лактози (№ 10); 1,0 % пептону (№ 11) та суміші амінокислот (№12) 
(табл. 7.3). 
Таблиця 7.3. Склад ПС для нарощування S. thermophilus 
Компонентн Поживне середовище  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Лактоза1), % 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0   - 2,0 1,0 1,0 
Глюкоза1), % - - - - - - - - 2,0 - - - 
Цитрат натрію, 
% 
- - - 0,50  0,50 - - - - - - 
Ацетат 
натрію,% 
- - 0,50 - 0,50 - - - - - - - 
Пептон,% - - - - - - - - - - 1,0 - 
MgSO4,% - - - - - - 0,05 - - - - - 
Аскорбінова 
кислота1), % 
0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 
Дріжджовий 
автолізат, % 
- 2,0 - - 2,0 2,0 - - - - - - 
Кукурудзяний 
екстракт, % 
- - - - - - - 2,0 - - - - 
Відновлене 
молоко (10%) 
3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 
Суміш 
амінокислот2), 
мг/см3 
- - - - - - - - - - - 0,1 
Водопровідна 
вода,  дм3 
1  1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 1 
1)стерилізуються окремо за температури 112°С впродовж 20 хв; 
2) глутамінова кислота, метіонін, фенілаланін і лейцин у рівних співвідношеннях 
 
Приготування посівного матеріалу здійснювали у визначених вище умовах: 10 
% ВСЗМ впродовж 12 год, інокулят 3 %. Вплив складників оцінювали за зміною 
оптичної густини середовища за 12 год росту при температурі (39±1) °С (рис. 7.7). 
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Рис.7.7. Ріст S. thermophilus у різних за складом поживних середовищах 
Збільшення частки вуглеводів до 2 % у №№ 9 і 10 призводило до субстратного 
інгібування росту штамів – оптична густина, відповідно, на 0,10-0,15 од. нижче ніж 
у вихідному середовищі № 1. Додавання ацетату натрію (№ 3) та кукурудзяного 
екстракту (№ 8) також пригнічувало розвиток S. thermophilus. Натомість збагачення 
середовищ ДА (№ 2) та цитратом натрію (№ 4) стимулювало ріст МКБ. Поєднання 
цих компонентів у № 6 найбільше активізувало бактеріальний ріст - оптична 
густина коливалась у межах (0,76÷0,92) од. Е залежно від штаму. Внесення у № 12 
амінокислот (метіоніну, лейцину, фенілаланіну та глютамінової кислоти, 1:1:1) 
дозволило підвищити урожайність штамів. Однак, найбільшим стимулюючим 
впливом характеризувався пептон, як додаткове джерело азотного живлення. З 
урахуванням отриманих результатів розроблено рецептуру ПС для S. thermophilus на 
основі СЗМ (3,0 %) гідролізованого протосубтиліном з додаванням лактози, глюкози 
та пептону (по 1,0 % кожного), ДА (2,0 %), цитрату натрію (1,0 %), сульфату магнію 
та аскорбінової кислоти (по 0,1 %) та суміші амінокислот (0,1 мг/см3). Дослідження 
біохімічного складу засвідчило, що розроблене ПС характеризувалось раціональним 
співвідношенням вуглеводів до розчинного азоту С:N=3,5 для нарощування біомаси 
МКБ [375].  
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Рис. 7.8. Динаміка нагромадження біомаси та питома швидкість росту 
S. thermophilus: 1) 5% інокуляту; 2) 7% інокуляту 
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Опрацювання технологічних параметрів культивування S. thermophilus у ПС 
проводили з періодичним розкисленням щогодини 25 % розчином гідроксиду 
амонію, підтримуючи рН на рівні (6,3-6,5) од. за (39±1) °С у ферментері «БІОР-0,1» з 
робочим об’ємом 70 дм3 в умовах ДДП ІПР. Отримані дані засвідчили активний 
розвиток ЗМ. Рівень кислотності ПС знизився на 1,5 од. рН вже після першої години 
культивування, а надалі після розкислення середовища приріст кислотності 
становив (0,9-1,6) од. рН/год. Дослідження умов нагромадження БМ S. thermophilus 
показало, що ліпшим було внесення 7 % інокуляту. Саме в цьому варіанті 
зафіксовано найбільші значення показників питомої швидкості росту 
μmax=(0,89±0,03) год-1 у log-фазі (рис. 7.8). 
    Впродовж нагромадження БМ S. thermophilus інтенсивніше утилізували вміст 
глюкози до повного вичерпання на 12 год росту (рис. 7.9).  
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Рис. 7.9. Динаміка утилізації вуглеводів S. thermophilus у ПС 
 
 Концентрація лактози знижувалась повільніше, на 18,1 % від початкового 
вмісту за 10 год росту. Натомість вміст галактози збільшився до 5,12 г/дм³ 
наприкінці культивування за рахунок розщеплення лактози (рис. 7.9). Аналіз 
проведених досліджень встановив, що для культивування S. thermophilus упродовж 
встановленого терміну не більше 10 год розроблене ПС не потребувало додаткового 
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підживлення вуглеводами. За внесення 7 % інокуляту у ПС з контролем рН 
культуральної рідини (КР) на рівні (6,8±0,2) од. за 10 год урожай БМ становив 
Х=(2,62±0,02) мг/см3 – на 37,1 і 23,7 % більше ніж при внесенні, відповідно, 3 і 5 % 
посівного матеріалу (рис. 7.10). Економічний коефіцієнт У=(0,12±0,02). 
   
  
Рис. 7.10. Динаміка нагромадження біомаси S. thermophilus:  
періодичний режим культивування, контроль рН культуральної рідини 
 
Досить важливим етапом технологічного процесу є сушіння одержаної БМ. 
Захисне середовище (ЗС) готували з окремих стерильних компонентів: 10 % 
сахарози, 5 % цитрату натрію, 5 % ВСЗМ, 10 % інуліну. Ефективність ЗС оцінювали 
у такий спосіб. Після 10 год росту БМ відділяли від культуральної рідини 
центрифугуванням при 15000 об/хв за (8±2) оС, змішували з ЗС у співвідношенні 1:1 
та 1:2 і розливали у флакони по 1 см3, визначаючи чисельність клітин в них до та 
після ліофільного висушування. Решту суспензії (БМ з ЗС) розливали у стерильні 
кювети шаром висотою не більше 6 мм. Заморожування суспензії вели у 
морозильній шафі при мінус (60±1) оС впродовж (16±2) год, сушіння - в 
сублімаційній сушарці ТГ 15: початок за мінус (60±1) оС, закінчення за плюс (32±2) 
оС, залишковий тиск не більше 6,65 Па (0,679 кгс/м2), тривалість (24±2) год до 
залишкової вологи не більше 5 %. Відсоток збережених клітин S. thermophilus після 
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таких технологічних операцій був достатньо високим. Варіант, в якому змішували 
БМ з ЗС як 1:2 був кращим для більшості штамів. За таких умов виживання бактерій 
сягало рівня (97÷100) % (табл. 7.4). 
Таблиця 7.4. Виживання S. thermophilus в процесі сублімаційного сушіння 
Штами Сира біомаса1), 
lg КУО/см3 
Сухий препарат1), 
lg КУО/см3 
Збереження 
клітин1),% 
БМ:ЗС 
 1:1 
БМ:ЗС  
1:2 
БМ:ЗС  
1:1 
БМ:ЗС  
1:2 
БМ:ЗС  
1:1 
БМ:ЗС  
1:2 
2178 8,653 8,477 8,580 8,362 99,16 75,89 
2196 8,875 8,748 8,851 8,740 97,26 98,93 
2193 8,544 8,230 8,431 8,000 79,23 97,21 
2192 8,663 8,079 8,505 8,061 76,17 77,22 
2185 8,778 8,342 8,653 8,255 83,93 74,56 
7727 8,875 8,748 8,851 8,740 97,26 98,93 
7728 8,531 8,000 8,380 7,978 71,56 99,72 
2173 8,544 8,255 8,462 8,255 84,93 100,0 
    1) похибка середньоарифметичних значень 1,0 %, р < 0,05 
 
Вироблено 8 дослідних партій бактеріальних концентратів з використанням 
різних штамів S. thermophilus. Вихід сухих БК становив (7,83±0,02) г з 1 дм3 ПС. 
Одержані БК характеризувались добрими фізико-хімічними та мікробіологічними 
показниками, які наведені у таблиці 7.5. 
Таблиця 7.5. Фізико-хімічні та мікробіологічні показники БК S. thermophilus 
Назва показника Значення 
Вихід сухого бакпрепарату, г/дм³ 7,83±0,02 
Масова частка вологи, % 4,7±0,1 
Індекс розчинності, см³ сирого осаду 0,8±0,06 
Насипна густина, г/см³ 0,26±0,01 
Молокозгортальна активність 1 г/дм³ за 39°С, год  4,5±0,15 
Загальна чисельність МКБ, КУО/г (0,4-1,1)×1011 
Бактерії групи кишкових паличок у 1 г відсутні 
Плісені у 1 г відсутні 
Ступінь виживання МКБ (99,7-100)% 
 
 
Зокрема, БК містили (4,4×1010-1,1×1011) життєздатних клітин у грамі; 
характеризувались доброю розчинністю – (0,8±0,06) см³ сирого осаду; вміст вологи 
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не перевищував (4,7±0,1) %. За рахунок залучення до складу високоактивних 
штамів, а також підібраних умов стабілізації БМ (зменшення температури 
заморожування до мінус (60±1)оС та терміну заморожування на 4 год; використання 
спеціального захисного середовища з інуліном у якості протектора) досягли високої 
активності та швидкості реактивації концентратів при внесенні у молоко. 
 Здатність БК до зберігання визначали при температурі від мінус 18 до мінус 20 
°С за зміною чисельності бактерій в 1 г БК та його молокозсідальної активності при 
внесенні в 1 дм3 10 % пастеризованого знежиреного молока. Встановлено, що 
впродовж 18 місяців загальна чисельність мікрофлори зменшилась менше ніж на 10 
% (табл. 7.6).  
Таблиця 7.6. Зміна мікрофлори БК S. thermophilus при зберіганні 
Термін 
зберігання, 
місяць 
Чисельність бактерій1) в г, lg МЗА1), год 
мінус (18-20) °С (4-6)°С мінус (18-20) °С (4-6)°С 
3 11,38 11,24 5 5 
6 11,30 10,58 5 5,5 
12 10,89 9,21 5,5 6,5 
18 10,56 8,59 6,0 7,5 
     1) похибка середньоарифметичних значень 1,0 %, р < 0,05 
  
 Оскільки до складу БК залучено компоненти, які володіють доволі високою 
гігроскопічністю, було досліджено вплив вологості повітря на якість БК. За 
відносної вологості повітря 50 % та 70 % упродовж 36 год кількість поглиненої 
вологи не перевищувала 6,62 % та 10,74 %, відповідно. Водночас у разі зберігання 
зразків БК за відносної вологості повітря 40 % вже за 6 год масова частка вологи у 
препараті збільшилась на 8,50 %, за 12 год він втратив сипучість, на 36 годину 
рівень водопоглинання становив 44,01 %. Отже, зберігання концентрата потребує 
контрольованих за вологістю умов. З урахуванням отриманих результатів визначено 
терміни та умови зберігання БК: не більше 18 місяців за температури від мінус 18 до 
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мінус 20 °С; не більше 9 місяців за температури (4-6) °С, відносної вологості (70-75) 
%.  
Розроблено спосіб коригування реологічних властивостей молочної продукції 
технологією сухого змішування цільових концентратів з БК ЕПС+ S. thermophilus для 
розширення асортиментної лінійки продуктів відповідно до уподобань споживачів. 
Отримані БК S. thermophilus було застосовано для змішування з концентратами для 
виробництва кисломолочних продуктів наступного асортиментного ряду: ряжанки, 
сметани, кефіру, йогурту, функціональних молочних продуктів тощо. Результати 
дослідження реологічних показників продуктів у результаті ферментування 
отриманими сумішами подано у табл. 7.7. Технологія є відносно універсальною, 
дозволяє легко змінювати текстуру продуктів - ефективна в’язкість ферментованих 
продуктів збільшилась на (13,3-54,3) % залежно від рецептури змішування. Смак 
одержаних продуктів був приємним, кисломолочним, але залишалась 
індивідуальність продуктів, притаманна тому чи іншому виду БК. 
Таблиця 7.7. Технологія сухого змішування 
 
Базовий концентрат, 
БК 
ЕПС+  
S. thermophilus, 
КТ 
Змішування, 
БК:КТ 
Збільшення 
ефективної 
в’язкості, % 
БК для ряжанки  
7149 
1:0,05 26,1 
1:0,1 50,21) 
БК «ССК» для сметани 7728 1:0,1 30,1 
1:0,5 54,31) 
БК «КМ» для кефіру 7247 1:0,05 15,1 
1:0,1 41,41) 
БК для біфідо-йогурту 7727 1:0,05 13,3 
1:0,1 39,21) 
БК «Імунолактовіт» для 
функціонального продукту 
7512 1:0,05 17,9 
1:0,1 51,51) 
БК «Біфідолакт» для 
молочного напою 
7179 1:0,1 19,6 
1:0,2 48,21) 
        1) різниця достовірна при р ≤ 0,05 
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7.2. Технологія мультибіотика Іпровіт-Біфідолюкс  
 
Важливою задачею біотехнологів молочної промисловості є пошук нових 
шляхів вдосконалення продукції для того, щоб задовольнити попит споживачів за 
рахунок поліпшення смаку і текстури продуктів, або зменшення цукру, жиру, або 
зниження загального вмісту калорій, або застосування пробіотичної мікрофлори з 
функціональним, цілющим впливом на організм людини. Враховуючи можливість 
звикання до пробіотиків розширення спектру біологічно-активних бактеріальних 
концентратів є актуальним не тільки для збільшення асортименту ферментованої 
молочної продукції та функціональних збагачувачів для сухих і рідких молочних 
продуктів, але і для оздоровлення людей [376].  
7.2.1. Біотехнологічні особливості бактеріальної композиції. Завданням 
етапу роботи було створення комплексного бакпрепарату, який поєднав штами-
пробіотики біфідобактерій, лактобацил та термофільних стрептококів, відібраних за 
фагостійкістю, здатністю до продукції ЕПС для захисту біологічно-активної 
мікрофлори від технологічних стресових факторів. Біфідобактерії (3 шт.) та Lb. 
rhamnosus (1 шт.) були відібрані з колекції ІПР, як високоактивні штами кишкового 
походження. Решта штамів, а саме: Lb. acidophilus (1шт.) та S. thermophilus (3 шт.) – 
нові, виділені та селекціоновані впродовж опрацювання дисертації. Всі відібрані 
культури були стійкими до 4,5 % NaCl2, 0,3 % фенолу, зберігали життєздатність за 
витримки в кислому середовищі (рН 2,5 впродовж 3 год) та характеризувались 
високою адгезивністю. Встановлено, що палички Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus та 
Bifidibacterium ssp. мали більші показники адгезивності, ІА коливався від 2,86 до 
5,89 залежно від штаму; тоді як S. thermophilus характеризувались дещо меншими 
значеннями ІА=(1,99±0,51), р ≤0,05. Стійкість штамів до жовчних кислот визначали 
за коефіцієнтом інгібування (Сінг), показником ступеня виживання в присутності 
жовчі впродовж 24 год. Найстійкішими до жовчних кислот були штами Lb. 
rhamnosus та Lb. acidophilus, відповідно, Сінг=0,90 та 0,91; для Bifidobacterium ssp. 
Сінг=(0,78±0,09); резистентність штамів S. thermophilus була дещо нижчою - 
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Сінг=(0,63±0,06). Культури виявляли холестеразну активність, зв’язуючи від 13,0 до 
79,4 мкг холестерину з 1 см3 поживного середовища (табл. 7.8). 
Таблиця 7.8. Основні пробіотичні властивості відібраних штамів 
 
Вид, штам Адгезія до 
НЕр-2, IA 
Стійкість до Зниження 
холестерину2), 
% / мкг/см3 
рН 2,51) 0,3% oxgall 
жовчі2), Сінг 
S. thermophilus 7512 1,99±0,14 -/+ 0,62 36,5 / 62,3 
S. thermophilus 7789 1,58±0,11 -/+ 0,65 35,4 / 60,1 
S. thermophilus 7728 2,04±0,21 -/+ 0,60 33,7 / 56,4 
S. thermophilus 7727 2,36±0,52 -/+ 0,68 37,0 / 65,1 
Lb. rhamnosus 7059 3,43±0,30 -/+ 0,90 46,7 / 79,4 
Lb. acidophilus 7618 5,89±0,15 -/+ 0,91 25,6 / 43,5 
B. bifidum 7032 3,20,61 -/+ 0,78 6,4 / 16,1 
B. longum 7033 2,860,51 -/+ 0,75 5,1 /13,0 
B. adolescentis 7035 3,100,60 -/+ 0,82 5,8 / 14,4 
1)-/+ відсутність росту/зберігання клітин; 2) середньоарифметичні значення, похибка 1%,  
р ≤0,05 
 
Антагоністичну активність культур дослідили методом спільного вирощування 
з тест-культурами патогенних і умовно-патогенних мікроорганізмів. Встановлено, 
що у монокультурі чисельність тест-культур становила 108 КУО/см3, а під час 
спільного росту з лакто- та біфідобактеріями вміст тест-культур знизився в тисячі та 
мільйони раз. Лактобацили та біфідобактерії активніше пригнічували розвиток тест-
культур порівняно з термофільними стрептококами. Всі відібрані штами проявляли 
більшу інгібуючу дію на тест-культури порівняно з контролем (рН 3,8) (табл. 7.9).  
Досліджено низку біотехнологічних властивостей штамів: вони 
характеризувались високою молокозсідальною активністю (МЗА) та урожайністю, 
термофільні стрептококи та ацидофільна паличка продукували ЕПС (величина 
коефіцієнту В знаходилась у діапазоні від 55,3 до 164,0 мПа. с). Досліджені штами 
розрізнялись за рівнем спожитої лактози за ферментації молока, зокрема Lb. 
rhamnosus, Lb. acidophilus та S. thermophilus за 18 год культивування зброджували 
від 18 до 45 % лактози, а Bifidobacterium ssp. – близько (12-18) % (табл. 7.10). 
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Таблиця 7.9. Титр антагоністичної активності, у lg КУО/см3 
 
Вид, штам1) Тест-культури 
E. 
 coli 
Ent. 
cloaceae 
Ps. 
aerugino
sa 
St.  
aureus 
Pr.  
vulgaris 
Baс. 
subtilis 
S. thermophilus  4 5 4 4 3 4 
S. thermophilus 5 4 4 5 3 5 
S. thermophilus 4 4 5 4 3 4 
S. thermophilus  5 4 5 5 3 5 
Lb. rhamnosus  1 2 3 2 менше 1 1 
Lb. acidophilus  менше 1 1 2 3 2 менше 1 
B. bifidum  3 3 4 4 4 1 
B. longum  2 3 4 5 5 менше 1 
B. adolescentis  3 3 4 4 3 3 
Контроль, рН 3,8 5 6 6 6 6 6 
   1) - номера штамів згідно з табл. 7.8; похибка середнього арифметичного – 3%, р < 0,05 
  
 
Таблиця 7.10. Показники технологічної активності під час росту у молоці1) 
Вид, штам)2 
МЗА, 
год 
 
 
КВ, 
% 
Урожайність, 
×.108 
КУО/см3 
Частка 
утилізованої 
лактози, % 
Межа 
кислотоут
ворення 
(МКУ),оТ 
Mмін – Ммакс 
Mмін – Ммакс Mмін – 
Ммакс 
S. thermopilus  6±0,2 2,3 6,5-12,0 36-42 95-105 
S. thermopilus 7±0,2 3,7 6,3-10,0 38-45 105-115 
S. thermopilus 6±0,2 2,2 6,6-14,0 40-42 95-100 
S. thermopilus 6±0,2 2,5 6,5-15,0 41-45 105-115 
Lb. acidophilus 18±0,2 4,4 5,6-7,4 18-25 160-180 
Lb. rhamnosus  16±0,2 4,2 6,7-8,2 28-37 90-100 
B. bifidum 12±0,2 5,5 2,2-2,3 13-16 нд)3 
B. longum 13±0,2 4,4 3,1-3,5 14-18 нд 
B. adolescentis 14±0,2 5,2 1,8-1,9 12-15 нд 
     1) 18 год ; 2)номера штамів згідно з табл. 7.8; 3) не досліджували                                                  
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 З метою створення функціонально-активної та технологічної водночас 
композиції до її складу залучили Lb. rhamnosus та Bifidobacterium ssp., виділені з 
кишківника та молочні штами S. thermophilus, Lb. acidophilus з урахуванням їх 
сумісності та синергізму. Необхідно зауважити, що штам Lb. acidophilus 3138 
характеризувався помірною кислотоутворювальною здатністю – значення показника 
МКУ не перевищувало 280 оТ, що було позитивним моментом для його 
використання у технологіях ФМП, оскільки надмірне кислотоутворення є 
небажаним для росту складників композиції, та спричинює швидке «скисання» 
продуктів. Залучення до композиції Lb. rhamnosus (представника нормальної 
мікрофлори людини) зумовило проведення селекції з адаптації його до молока (табл. 
7.11).  
Таблиця 7.11. Параметри росту складників мікрофлори БК Іпровіт-Біфідолюкс 
 
ПС Штам Питома 
швидкіс
ть 
росту 
μmax, год-
1 
Триваліст
ь 
 lag-фази 
Тl , год 
Урожайніст
ь за 16 год 
lg КУО/см3 
Констант
а 
швидкост
і поділу
 ע  
год-1 
Термін 
генераці
ї 
 g, 
год 
Lb. rhamnosus 
МРС 7059 0,42 1,64 9,41 1,20 0,90 
ВСЗМ 0,37 1,90 9,08 1,17 0,88 
Lb. acidophilus 
ВСЗМ 7618 0,49 1,95 8,3 0,98 2,0 
S. thermophilus                
ВСЗМ 7728 0,83 0,50 9,80 1,04 0,96 
7727 0,81 0,65 9,05 0,85 1,18 
7512 0,85 0,48 8,85 0,95 1,05 
7789 0,77 0,62 9,20 1,08 0,94 
Bifidobacterium ssp. 
ГМС 7032 0,45 1,8 8,50 1,54 0,45 
7033 0,43 1,85 8,65 1,61 0,32 
7035 0,45 1,98 8,85 1,54 0,37 
 1) середньоарифметичні значення трьох виробувань, р<0,05, похибка вимірювань не   
перевищує 5% 
                                       
 У результаті відібрано варіант з добрими ростовими характеристиками у 
молоці: урожайність та питома швидкість росту - 9,08 lg КУО/см3 та 0,37 год-1, 
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відповідно. Середніми темпами росту в молоці характеризувались відібрані штами 
біфідобактерій та ацидофільна паличка. Термофільні стрептококи розвивались у 
молоці значно швидше – тривалість фази затримки росту складала приблизно 0,5 
год, надалі вони росли з питомою швидкістю росту в межах (0,77-0,85) год-1 та 
нагромаджували до 9,8 lg КУО/см3 життєздатних клітин. 
 
7.2.2. Технологічні параметри та режими одержання бактеріального 
концентрату.  
Опрацювання параметрів нагромадження біомаси композиції Біфідолюкс 
здійснювали в умовах ДДП ІПР. Нагромадження БМ вели у періодичному режимі з 
контролем рН на рівні (6,8±0,1) од. з постадійним внесенням інокуляту та поживних 
речовин у ПС для S. thermophilus з додаванням 0,5 % ацетату натрію, 0,05 % 
сірчанокислого марганцю, 0,01 % сірчанокислого 7-водного заліза, 2,0 % КЕ, 0,1 % 
твіну 80, С:N=3,9 (склад середовища захищено патентом України на корисну модель 
№ 107656) [377].  
Напочатку вносили посівний матеріал з 5 % біфідобактерій №№ 7032, 7033, 
7035 (1:1:1) і 1 % Lb. rhamnosus № 7059 (штами відібрані з колекції ІПР), 
перемішували (5-10) хв зі швидкістю (30-40) об/хв та культивували впродовж 5 год 
за температури (38-39) °С, додавали 3 % S. thermophilus (№№ 7727, 7728, 7512, 
1:1:1) та 1 % Lb. acidophilus № 7618 (нові штами, задепоновано в ІМВ НАН), по 1 % 
СЗМ та глюкози для активізації метаболічної активності композиції, нарощували 
наступні 7-8 год. Перше розкислення здійснювали через 2 год у разі досягнення рН 
(5,6±0,2), а далі – через кожні (1,5-2,0) год. Динаміка росту мікроорганізмів та 
приріст рН подано на рис. 7.11.  
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Рис. 7.11. Динаміка росту мікрофлори Біфідолюкс та кислотності:  
постадійне культивування 
1- Lb. rhamnosus; 2 - Bifidobacterium ssp.; 3 - S. thermophilus; 4 - Lb. acidophilus 
Вибрані умови забезпечили поступовий ріст кожного складника Біфідолюкс та 
за 15 год біфідобактерії і Lb. rhamnosus збільшили чисельність на (2,70-2,72) lg 
КУО/см3; S. thermophilus і Lb. acidophilus за 10 год - на 2,56 і 2,10 lg КУО/см3, 
відповідно. За весь термін культивування нагромадилося (1,1±0,1)×109 КУО/см3 
біфідобактерій, (1,2±0,2)×109 КУО/см3 Lb. rhamnosus; (1,0±0,1)×109 КУО/см3 S. 
thermophilus та (5,01±0,2)×108 КУО/см3 Lb. acidophilus (рис. 7.11).  
Наприкінці нарощування БМ проводили нейтралізацію культуральної рідини до 
активної кислотності (6,9±0,1) од. рН, після чого охолоджували до температури 
(10±2) оС. Відокремлення БМ від середовища проводили на суперцентрифугах при 
15000 об/хв за температури (8±2) оС, контролюючи ефективність за прозорістю 
центрифугату та шляхом мікроскопії. Урожай БМ склав Х=(10,12±0,03) г/дм3 
середовища, У=(0,15±0,02). 
  Встановлення умов стабілізації мікрофлори. Відомо, що у разі правильного 
вибору складу ЗС, дотримання режимів сублімаційного сушіння можливо зберегти 
до 100 % життєздатних клітин БК за тривалого зберігання [5, 375]. Після 
центрифугування БМ змішували з ЗС: № 1 (10 % сахарози, 5 % цитрату натрію, 5 % 
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ВСЗМ, 10 % інуліну) і № 2 (10 % сахарози, 5 % цитрату натрію, 5 % ВСЗМ, 4 % 
гліцерину) у співвідношенні 1:2; 1:3. Заморожування та сушіння бактеріальної 
суспензії проводили за умов визначених для БК S. thermophilus.  
Таблиця 7.12. Якість БК Іпровіт-Біфідолюкс залежно від варіанту ЗС 
БМ: 
ЗС 
Вміст бактерій1), КУО/г 
Індекс 
розчин- 
ності 
Активність 
згортання 
молока  
1 г/т , год 
BIF LBR LBA ST 
№1, 1:2 9,1×1010 8,1×1010 1,1×109 9,1×1010 0,5±0,1 8,5±0,3 
№1, 1:3 3,3×1011 1,3×1011 2,3×109 4,3×1011 0,4±0,1 8,2±0,2 
№2, 1:2 1,0×1011 8,0×1010 2,0×109 3,0×1011 0,5±0,1 8,5±0,3 
№2, 1:3 4,3×1011 2,3×1011 2,4×109 4,0×1011 0,4±0,1 8,0±0,1 
1) середньоарифметичні значення, n=4, похибка вимірювань не перевищує 5 %;  
   BIF - Bifidobacterium ssp; LBR - Lb. rhamnosus; LBA - Lb. acidophilus; ST - S. thermophilus 
 
Встановлено, що використані ЗС характеризувались високим захисним 
ефектом, забезпечували стабільність всіх складників препарату за заморожування та 
ліофілізації. Вихід сухого препарату був приблизно однаковим для обох варіантів 
ЗС (17,54±0,04) г/дм3. Висушені препарати вирізнялись високою розчинністю 
(ІР=(0,4÷0,5) см3 сирого осаду) та вмістом активної мікробіоти (5,0±0,02).1011 КУО/г 
(табл. 7.12). Ферментоване молоко мало густу, йогуртову консистенцію з помірною 
кислотністю та приємним смаком і ароматом.  
Результати зміни активності мікрофлори Біфідолюкс за різних режимів 
зберігання подано на рис. 7.12. Показано, що впродовж 21 місяця за температури 
мінус (18-20) оС зберігали свою активність (93÷96) % клітин препарату, а за (4-6) оС 
впродовж 15 місяців – (91÷93) %. З урахування отриманих результатів визначено 
гарантований термін зберігання БК Біфідолюкс: 12 місяців за температури (4-6) оС 
та 18 місяців за – мінус (18-20) оС, відносній вологості (70÷75) %.  
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Рис. 7.12. Вплив температурних режимів зберігання на життєздатність 
мікрофлори Біфідолюкс: 1) мінус (18-20) оС; 2) (4-6) оС 
Блок-схему та апаратурно-процесуальну схему виробництва Іпровіт-Біфідолюкс 
в умовах ДДП ІПР подано на рис. 7.13-7.14.  
Іпровіт-Біфідолюкс рекомендовано застосовувати для ферментації молочної 
сировини (сквашування молока з розрахунку 1 г/т за 39°С відбувається за (8,0-8,5) 
год; кислотність через 3 год становить 38°Т) та як сухий пробіотик (мінімальна 
бактерицидна доза для E. сoli 055, S. aureus 209 – (1-5) мг/см3) для профілактики та 
лікування дисбактеріозів різної етіології.  
1 
2 
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Рис. 7.13. Блок-схема виробництва Іпровіт-Біфідолюкс
Подрібнення, контроль якості сухої  
заквашувальної культури  
Пакування, маркування  
 
Готування, стерилізація та 
охолодження виробничого 
поживного середовища 
Готування інокуляту 
S. thermophilus та 
 Lb. acidophilus 
Охолодження 
Готування, 
стерилізація та 
охолодження 
захисного середовища 
Змішування бактеріальної маси 
із захисним середовищем: 1:2; 1:3 
Заморожування та сушіння 
бактеріальної суспензії 
Відокремлення біомаси від ростового 
середовища, зважування біомаси  
Внесення інокуляту біфідобактерій, Lb. rhamnosus, нарощування впродовж 5-6 год за (38±1)°С; 
внесення інокуляту S. thermophilus та Lb. acidophilus, глюкози, лактози, обрата, нарощування 7-8 год 
Вхідне контролювання, приймання та 
зберігання сировини 
Готування інокуляту  
Lb. rhamnosus 
Готування інокуляту  
біфідобактерій 
Готування, 
стерилізація та 
охолодження розчинів 
глюкози, лактози, 
обрата 
Готування, 
стерилізація та 
охолодження розчину 
аскорбінової кислоти 
Зберігання готового продукту  
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Рис. 7.14. Апаратурно-технологічна схема виробництва бактеріального концентрата Іпровіт-Біфідолюкс 
Обладнання: ПЗ-1 – повітрозбірник; Ф-2 – фільтр грубої очистки; К-3 – компресор;     Трубопроводи: Т 0.7 – поживне середовище; Т 0.8 – інокулят; 
Т-4,Т-6 – теплообмінник; Р-5 – ресивер; Ф-7-фільтр тонкої очистки; ЗГ-8 – збірник        Т 0.9 – культуральна рідина; Т 1.0 – каналізація; Т 1.1 – вода хол.                                                  
 горизонтальний; Н-9, Н-11, Н-14, Н-16, Н-19 – насос; М-10 – мірник; Ф-12, Ф-17 –         Т 1.8 – конденсат; Т 1.9 – вода оборотна; Т 2.2 – водяна пара; 
фільтр індивідуальної очистки; ФР-13 – інокулятор; ЗВ-15, ЗВ-21, ЗВ-22 – збірник         Т 3.0 – повітря відпрацьоване; Т 3.5 – повітря стиснене очищене. 
вертикальний; ФР-18 – ферментер; Ц-20 – надцентрифуга; МК-23 – міксер; СШ-24 –     Технологічні потоки: 1 – концентрат біомаси; 2 – суміш 
сублімаційна сушарка; ПМК-25 – промисловий міксер; ВМ-26 – вакуумна машина          концентрату з захисним середовищем; 3 – заморожена суміш; 
для пакування                                                                                                                              4 – висушена суміш; 5 – порошок; 6 – пакети з концентратом
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7.3. Застосування Іпровіт-Біфідолюкс як пробіотика 
На базі Івано-Франківського державного медичного університету проведено 
вивчення ефективності Іпровіт-Біфідолюкс для профілактики та лікування 
кишкового дисбіозу на тлі цукрового діабету (д.мед. наук, проф. В.Є.Нейко, к. мед 
наук, доц. Н.І. Ромаш, ас. В.М.Гаврилюк). У 20 хворих, які з перших днів 
госпіталізації паралельно з основною терапією отримували Іпровіт-Біфідолюкс, 
диспепсичний синдром регресував до 7 днів без додаткового лікування. 
Достовірного негативного впливу на сечовину, креатинін і трансферази у сироватці 
крові пацієнтів лікарями не виявлено. Натомість на тлі лікування спостерігали 
відновлення кількісного вмісту облігатних кишкових мікроорганізмів (лакто- та 
біфідобактерій), ешерихій з нормальною ферментативною активністю, зниження 
числа грибів роду Candida та мікроорганізмів із зниженими ферментативними 
властивостями. Підтверджено, що Іпровіт-Біфідолюкс є натуральним продуктом з 
лікувальними властивостями, який містить пробіотичні штами лакто- та 
біфідобактерій, може бути рекомендованим для профілактики та лікування дисбіозу 
в хворих з діабетичною ентеропатією. Визначено рекомендовану дозу препарату – 
по 1 млрд. мікробних клітин двічі на день перед їдою впродовж 10 днів [378]. 
На кафедрі пропедевтики внутрішніх захворювань (зав.каф., д.мед.н., проф. 
В.Є.Нейко, к.мед.н., ас. В.М.Гаврилюк) вивчено ефективність Іпровіт-Біфідолюкс з 
метою корекції проявів дисбактеріозу кишківника у хворих на дифузні системні 
захворювання сполучної тканини. 18-20 денний курс вживання Іпровіт-Біфідолюкс 
25 хворими значно зменшував прояви дисбактеріозу кишківника у пацієнтів як за 
клінічними даними, так і за результатами бакпосівів за рахунок зменшення умовно-
патогенної мікрофлори та зростання кількості облігатних кишкових 
мікроорганізмів, зменшення кількості грибів роду Candida. Отже, препарат може 
бути рекомендованим як для лікування, так і для профілактики проявів дисбіозу 
кишківника у людей з дифузними системними захворюваннями сполучної тканини 
[378].  
На кафедрі хірургії №1 (к. мед.н., доц. А.Л. Шаповал, к. мед.н., ас. Я.Г. 
Ляхновський) вивчено ефективність Іпровіт-Біфідолюкс для профілактики та 
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лікування кишкового дисбіозу на тлі хронічного коліту. В умовах проктологічного 
відділення Івано-Франківської обласної клініки було обстежено 65 пацієнтів (46 
жінок і 19 чоловіків) у віці 28-65 років з хронічними колітами з проявами 
дисбактеріозу. 12-14–денний курс вживання Іпровіт-Біфідолюкс значно зменшував 
прояви дисбактеріозу кишківника у загальної групи пацієнтів, як за клінічними 
даними, так і за результатами бакпосіву за рахунок зменшення умовно-патогенної 
мікрофлори та зростання кількості облігатних кишкових мікроорганізмів. Отже, 
Іпровіт-Біфідолюкс може бути рекомендованим, як для лікування, так і для 
профілактики проявів дисбактеріозу кишківника у пацієнтів з хронічними 
захворюваннями шлунково-кишкового тракту (ШКТ) [378]. 
Позитивні результати щодо застосування Іпровіт-Біфідолюкс та 
кисломолочних продуктів на його основі отримано в Івано-Франківській клінічній 
лікарні (гол. лікар, Засл. лікар України Р.Й.Котурбаш). В дослідженні взяли участь 
54 людини з ерозивно-виразковим ураженням ШКТ. В усіх хворих було 
діагностовано хронічний гастродуоденіт з деструктивним характером (ерозією), 
запалення слизової оболонки шлунка та/або ДПК (діагноз верифікований 
ендоскопією (ФГДС)). При контрольному обстеженні встановлено: Іпровіт-
Біфідолюкс та кисломолочні продукти на його основі добре переносяться хворими і 
не мають жодних негативних наслідків; в усіх випадках відмічається позитивний 
вплив на мікрофлору пацієнтів: зростає кількість лакто- та біфідобактерій з 
нормальною ферментативною активністю; елімінуються патогенні та умовно-
патогенні бактерії, гриби роду Candida; зафіксовано імуномоделюючий ефект 
ферментованих молочних продуктів, який полягав у підвищенні кількості 
лейкоцитів і лімфоцитів при їх попередньому зниженні і навпаки, зменшення їх 
пулу при лейко- та лімфоцитозі; відмічено нормалізацію співвідношення СД4+ СД8+ 
імунорегуляторних субпопуляцій лімфоцитів, тобто зросла субпопуляція Т-
лімфоцитів-індукторів; зміни в гуморальній ланці полягали в нормалізації 
показників, які характеризують антиінфекційну резистентність і тенденцію до 
зменшення запального процесу [378]. 
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Проведено дослідження окремих аспектів застосування Іпровіт-Біфідолюкс в 
комплексному лікуванні пародонтиту (Д.В.Вережак, Р.Й.Котурбаш, Г.В.Мельничук, 
Г.Л.Лаврук, В.М.Наговський, А.Д.Вережак, І.Д.Мандрик). Досліджено 45 хворих 
віком 22–50 років, з пародонтитом І – ІІ ступеню (30 чол.) та ІІ – ІІІ ступеню (15 
чол.) та 15 чоловік (практично здорові люди) з інтактним пародонтом (контрольна 
група). Встановлено значне зниження рівня Т-лімфоцитів (р<0,05) у хворих із 
вираженим прогресуванням запального процесу (ІІ група), що свідчить про 
зниження активності тимус-залежної системи імунітету. Вміст імуноглобулінів А і 
G у хворих другої групи також мав тенденцію до зниження (р<0,05). Використання 
Іпровіт-Біфідолюкс упродовж 10-ти днів показало достовірно значимий позитивний 
вплив на стан імунітету організму хворих на пародонтит у обох групах. Лікарями 
було зроблено висновок про те, що під впливом лікування відбуваються позитивні 
зміни: спостерігається підвищення вмісту лізоциму у змішаній слині, достовірно 
збільшується концентрація імуноглобулінів JgSA і JgA, показників фагоцитозу, 
зменшується кількість JgG і JgM. Це свідчить про імуномоделюючу і протизапальну 
дію Іпровіт-Біфідолюкс і кисломолочних продуктів на його основі [378]. 
Особливий інтерес становило вивчення ефективності лікування пробіотиком 
кандидозу слизової оболонки порожнини рота (СОПР) у хворих на цукровий діабет 
(ЦД). Обстежено 65 хворих на ЦД і 35 респондентів без даної патології у віці від 22 
до 65 років. Встановлено, що частота кандидоза СОПР у хворих на ЦД не 
перевищувала 32,3 %, латентний кандидоз мав місце в 34,3 % і «здоровими» по 
відношенню до грибів роду Candida були 46,1 %. У здорових респондентів кандидоз 
виявлено у 11,4 % випадків, латентний кандидоз – у 34,3 % а «здорова» СОПР 
діагностована у 54,4 % обстежених [378]. 
Показники місцевого імунітету порожнини рота в цих групах та групі 
порівняння представлено в таблиці 7.13. 
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Таблиця 7.13. Показники місцевого імунітету порожнини рота 
в порівнювальних групах (М±м) 
Група Сироватковий 
імуноглобулін 
Ig A, г/л 
Активність 
лізоциму 
змішаної слини, 
% 
Реакція адсорбції 
мікроорганізмів 
(РАМ), % 
Група порівняння 0,118 ±0,004 58,4±0,5 42,17±0,39 
Хворі без 
клінічних проявів 
кандидозу 
0,192±0,009 57,9±0,8 42,18±2,14 
Хворі з 
клінічними 
проявами 
кандидозу 
0,131±0,003 58,0 ±0,2 24,68±0,29 
 
Із наведених даних видно, що у хворих на ЦД має місце зміна місцевого 
імунітету порожнини рота, яка характеризується зниженням адсорбційних 
властивостей епітеліальних клітин СОПР. В більшій мірі зміни стосуються осіб з 
клінічними проявами кандидоза СОПР. В залежності від лікування, яке проводили, 
50 хворих на ЦД з істинним та латентним кандидозом було умовно розподілено на 3 
одинакові за складом групи. В 1-у групу увійшло 20 хворих, які отримували лише 
базову терапію ЦД. Хворим 2-ої групи (17 чоловік) було призначено аплікації з 
Біоспорину (ІМВ НААН) (як антимікотика пробіотичного характеру) та вживання 
Іпровіт-Біфідолюкс у вигляді сухого концентрату, або по 200 см3 кисломолочного 
продукту на його основі. До 3-ої групи увійшли 13 чоловік, яким призначили 
ністатин (як антимікотик). Ступінь обсіменіння та стан місцевого імунітету 
оцінювали до лікування та після лікування через 24-30 днів. Отримані результати 
зведено до таблиці 7.14. Встановлено, що в 1 -ій групі хворих з базовим лікуванням 
ЦД зниження ступеню враження СОПР грибами Candida не відбулось, як і не 
відбулось позитивних змін у показниках місцевого імунітету порожнини рота. 
Натомість у хворих 2-ої групи обсіменіння грибами Candida знизилось майже в 3,7 
рази, а в 3-ій – в 8,2 рази. Крім того, у хворих 3-ої групи значно зросла кількість 
сироваткового Ig A в слині (показник гуморального імунітету), в той час, як у 
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хворих 2-ої групи істотно збільшилась адсорбційна активність епітеліальних клітин 
СОПР (показник клітинного імунітету) [378]. 
Таблиця 7.14. Показники місцевого імунітету порожнини рота і обсіменіння 
грибами  Candida у хворих на цукровий діабет у динаміці лікування (М±м) 
       
Лікування 
                  
Термін  
Середня 
кількість 
Candida, 
КУО 
Активність 
лізоциму 
змішаної 
слини, % 
Реакція 
адсорбції 
мікроорганізмі
в (РАМ), % 
Сироватковий 
імуноглобулін 
Ig A,г/л 
Базова 
терапія 
до 
лікування 
745,9±23,2 61,3±0,5 24,17±0,41 0,142±0,04 
після 
лікування 
701,8±19,5 60,9±0,3 
 
23,59±0,14 
 
0,179±0,07 
Біоспорин, 
Біфідолюкс 
до 
лікування 
1689,2±65,
0 
 
57,1±0,6 
 
27,1±0,75 
 
0,145±0,08 
після 
лікування 
456,4±33,0 
 
61,9±0,3 
 
40,3±1,05 
 
0,110±0,005 
 
Ністатін до 
лікування 
1484±104,8 53,9±0,8 40,16±1,21 0,094±0,040 
після 
лікування 
185,5±94,2 
 
55,1±0,6 
 
37,3±1,51    0,260±0,020 
 
 
Отже, встановлено, що Іпровіт-Біфідолюкс позитивно впливав на фізіологічні, 
біохімічні й імунні реакції організму через оптимізацію та стабілізацію його 
мікроекологічного статусу. Застосування Іпровіт-Біфідолюкс у комплексному 
лікуванні дисбіозів ШКТ на тлі цукрового діабету, захворювань сполучної тканини, 
хронічного коліту, гастродуоденіту та стоматологічних захворювань: 
генералізованого парадонтиту, кандидозу, запалення слизової оболонки порожнини 
рота доцільно та ефективно. Іпровіт-Біфідолюкс можна використовувати не тільки 
для ферментації молочної сировини, але і як пробіотик для профілактики та 
лікування дисбактеріозів різної етіології [378]. 
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Висновки до розділу 7. 
 У результаті проведеної роботи встановлено відмінності між 
фагорезистентними та фагочутливими штамами S. thermophilus у продукуванні 
вільного та капсульного полісахаридів клітинної стінки. Показано, що 
екзополісахаридна капсула може захистити клітини від літичної дії певних типів 
фагів. Між розміром капсул фагостійких штамів і ефективною в’язкістю продуктів 
за їх ферментації виявлено корелятивні зв’язки, r=0,74, t-Ст`юдента=4,491, p<0,01). 
Тому запропоновано як критерій відбору штамів для включення їх до складу ЗК 
використовувати морфологічний аналіз капсул штамів МКБ. Проведено скринінг та 
відібрано фагостійкі штами S. thermophilus - продуценти ЕПС (капсульних та 
вільних), перспективні до застосування у біотехнологічних розробках. Штами №№ 
7249, 7179 захищено патентами України на винахід [372-373] (Додаток В). 
Розроблено технологію БК моноштамів S. thermophilus. Вироблено 8 партій БК 
з використанням різних відібраних штамів S. thermophilus, які містили 4,4×1010 - 
1,1×1011 життєздатних клітин у грамі, характеризувались високою активністю та 
розчинністю. Вихід сухих БК складав (7,83±0,02) г з 1 дм3 ПС, економічний 
коефіцієнт У=(0,12±0,02). Опрацьовано технологічний прийом змішування базових 
бактеріальних препаратів для виробництва різноманітної ферментованої молочної 
продукції з концентратом S. thermophilus як природний, дієвий та безпечний спосіб 
формування текстури ферментованого молока, покращення реологічних 
властивостей кисломолочних продуктів. Підібрано оптимальні співвідношення між 
ними, що дало можливість коригування реологічних характеристик готових 
продуктів, не застосовуючи інших згущувачів. 
Розроблено технологію комплексного мультибіотика Іпровіт-Біфідолюкс. 
Науково обгрунтовано компонентний склад бактеріальної композиції з позицій 
забезпечення функціональної активності препарату: поєднання штамів 
біфідобактерій, лактобацил з пробіотичними властивостями та штамів термофільних 
стрептококів, відібраних за фагостійкістю та здатністю до продукції ЕПС. 
Встановлено технологічні параметри та режими виробництва бактеріального 
концентрату: інокулят (кількість, співвідношення між складниками), отримання 
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біомаси (склад ПС, постадійне внесення інокуляту, поживних речовин) та її сушіння 
(рецептура ЗС, варіант змішування БМ:ЗС), які дали можливість одержати препарат 
з високим вмістом пробіотичних мікроорганізмів. Функціональну активність 
Іпровіт-Біфідолюкс підтверджено дослідженнями, в яких встановлено його здатність 
до нормалізації мікрофлори кишечника, підвищення імунітету та детоксикації. За 
висновками цих досліджень Іпровіт-Біфідолюкс рекомендовано вживати при 
розладах травлення, дисбактеріозах різної етіології, для нормалізації ліпідного 
обміну та зниження рівня холестерину у крові.  
Біотехнології БК Іпровіт-S. thermophilus та Іпровіт-Біфідолюкс впроваджено на 
Державному дослідному підприємстві ІПР НААН України. Їх виробництво 
регламентовано у розроблених та затверджених нормативних документах: ТУ У 
15.5-00419880-100:2010 «Культури заквашувальні сухі та рідкі. Технічні умови». 
Технологічній інструкції з виробництва заквашувальних культур «ІПРОВІТ» до ТУ 
У 15.5-00419880-100:2010 «Культури заквашувальні сухі та рідкі. Технічні умови» 
(Додаток Б). Технології препаратів є економічно обгрунтованними, обсяг 
виробництва складає в середньому 553 кг сухої біомаси в рік, найбільший рівень 
рентабельності встановлено для сиру кисломолочного – 41,9 %, прибуток від 
реалізації – 2036,11 грн. за кг. Економічний ефект від впровадження отриманих 
наукових результатів (біотехнологічних підходів збереження активності ЗМ) також 
полягає у попередженні збитків – економічний ризик недоотриманого прибутку 
становить до 112633,53 грн. в рік (у разі 10 % браку ЗМ). Обсяги виробництва 
бактеріальних препаратів на ДДП ІПР та розрахунок економічних показників 
наведено в Додатку Г. За матеріалами досліджень, викладених у цьому розділі, 
опубліковано 9 статей у наукових виданнях [178, 241, 378-384], 3 патента України 
[372-373, 377] (Додаток В), матеріали 3 тез [385-387]. 
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ВИСНОВКИ 
У дисертаційній роботі теоретично та практично вирішено науково-технічне 
завдання, що полягає у розробці біотехнологічних підходів збереження активності 
заквашувальної мікробіоти для молочної продукції традиційного асортиментного 
ряду та функціональної дії. Отримані наукові результати дозволили зробити 
наступні висновки. 
1. Розроблено комплексний підхід контролю інгібіторів росту заквашувальної 
мікробіоти (ЗМ), що включає аналіз вмісту технологічно-шкідливої мікрофлори, 
інгібіторів хімічної природи та бактеріофагів, створено блок-схеми виробничого 
контролю з зазначенням критичних контрольних точок залежно від технології 
молочної продукції. Розробка захищена Свідоцтвом про реєстрацію авторського 
права № 56116 від 20.08.14 р. 
2.  Встановлено методи селекції та спеціфічність застосування тест-культур 
для детекції інгібіторів ЗМ. Відібрано 11 штамів, які задепоновано як тест-культури 
в Депозитарії ІМВ НАН. Вперше розроблено технологію тест-культур, вітчизняні 
нормативні документи для моніторингу інгібіторів ЗМ на підприємствах молочної 
галузі та готової продукції: ТІ, ТУ У 15.5-00419880-103:2010» «Тест-культури. 
Технічні умови»; «Методичні рекомендації для визначення бактеріофагів на 
молокопереробних підприємствах» (МР ІПР НААН, 30.12.2015 р., Свідоцтво про 
реєстрацію авторського права № 53030 від 11.01.2014 р.).  
3. Вперше в Україні розроблено структуру проведення фагового 
моніторингу в промислових умовах: встановлено основні та додаткові критичні 
точки для контролювання фагів на виробництві, визначено рівні контролю, 
запропоновано скринінгові (зі застосуванням відібраних тест-культур) та сучасні 
методи детекції фагів МКБ (ПЛР зі специфічними праймерами до певного виду 
фагів). 
4. Створено колекцію вірулентних промислових фагів МКБ (382 шт.) різних 
таксономічних груп: L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis bv 
diacetіlactis, En. faecium, Lb. acidophilus та S. thermophilus, що дозволило провести 
скринінг 186 фагостійких промислово-цінних штамів МКБ.  
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5. Встановлено високу терморезистентність промислових фагів МКБ. 
Обробка за температури 90 °С впродовж 60 хв призводила до вибіркової інактивації 
- зафіксовано зниження титру на (35,7-97,8) % залежно від виду фагів. Фаги S. 
thermophilus були в (1,1-2,1) рази термостійкішими за фаги активні щодо L. lactis ssp. 
Найбільшою вірусоцидною активністю характеризувались дезінфікуючі засоби на 
основі пероксиду водню та надоцтової кислоти (НОК), четвертинних амонієвих 
сполук (ЧАС); активного хлору (Cl2). Однак, їх мінімальні інгібуючі концентрації 
(МІК) для 100 % інактивації фагів були достатньо високими: НОК - (500-2000) 
мг/дм3; ЧАС - (900-1000) мг/дм3; Cl2 - (800-1000) мг/дм3. Експериментально 
обгрунтовано, що для вибору режиму протифагової обробки (формула та МІК 
деззасобу, температура, час експозиції) необхідно врахувати показники фагового 
моніторингу: рівень фагового забруднення, вид та властивості фагів, які 
циркулюють на конкретному підприємстві.  
6. Обґрунтовано нові критерії та встановлено умови селекції фагостійкої 
мікробіоти: аналіз капсулоутворювальної здатності; одержання нечутливих до фагів 
мутантних штамів (БнМШ) без генної модифікації, відбір нелізогенних штамів. У 
результаті колекцію промислових штамів ІПР поповнено 28 штамами, які 
ідентифіковано сучасними методами, в тому числі методом ПЛР з використанням 
розроблених нами праймерів (Патенти України на винахід №№107897, 105349, 
114260, 111130, 112951). Найактивніші 7 штамів L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. 
cremoris, L. lactis ssp. lactis biovar diacetіlactis, Lb. acidophilus та S. thermophilus 
задепоновано в ІМВ НАН та застосовано у нових технологіях ЗМ. Два штами S. 
thermophilus захищено Патентами України на винахід №№ 92287, № 91441.  
7. Розроблено технологію бактеріального концентрата (БК) Іпровіт-S. 
thermophilus з фагостійкими продуцентами екзополісахаридів ЕПС+. За рахунок 
підібраних технологічних режимів: нарощування у ПС зі співвідношенням С:N=3,5; 
стабілізація біомаси (ЗС з інуліном 10 %; заморожування за мінус (60±1)оС 
впродовж (16±2) год, сушіння впродовж (24±2) год до плюс (32 1) оС, волога у 
препараті не більше 5 %) одержали (7,83±0,03) г БК з 1 дм3 ПС, що містив (4,4×1010-
1,1×1011) КУО/г активної мікробіоти; економічний коефіцієнт Угл.=(0,12±0,02).  
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8. Вперше розроблено новий для вітчизняної промисловості 
біотехнологічний підхід – змішування цільових концентратів з БК Іпровіт-S. 
thermophilus для отримання асортиментної лінійки продуктів з підвищеними 
реологічними властивостями, ефективну в’язкість ферментованих продуктів 
збільшили на (13,3-54,3) % залежно від рецептури. 
9. Розроблено технологію мультибіотика Іпровіт-Біфідолюкс з залученням 
біфідобактерій, лактобацил та фагостійких S. thermophilus - продуцентів капсульних 
і вільних екзополісахаридів. Культивування вели у розробленому нами ПС за 
С:N=3,9 (Патент України на корисну модель № 107656) з постадійним внесенням 
інокуляту, джерел вуглецевого та азотного живлення для активізації, узгодження 
метаболічної активності складників композиції. Як результат, урожай БМ склав 
Х=(10,12±0,03) г/дм3 ПС, Угл.=(0,15±0,02). Після змішування з ЗС (з інуліном 10 % 
чи гліцерином 4 % у якості протектора) та ліофільного сушіння одержали 
(17,54±0,04) г/дм3 ПС сухої біологічно активної мікробіоти, ефективної для 
ферментації молочної сировини (сквашування молока з розрахунку 1 г/т за 39 °С - 
(8,0-8,5) год; кислотність – 88 °Т) та як сухий пробіотик (мінімальна бактерицидна 
доза для E. сoli 055, S. aureus 209 - (1-5) мг/см3) для профілактики та лікування 
дисбактеріозів різної етіології.  
10.    Для попередження фагового ураження ЗМ створено 4 ротаційні 
композиції для сметани, 5 - сиру кисломолочного, 4 - ряжанки та 1 для продукту 
функціональної дії з частковою чи повною заміною штамів у вихідних ЗК, з 
більшим рівнем технологічності – урожайність біомаси підвищили в середньому на 
30 %. Розробка ротації для функціонального продукту вирізнялась новим 
біотехнологічним підходом – селекцією мутантних штамів без генетичних 
модифікацій, стійких до фагів cos і pac-типу, виділених на підприємствах України. 
11. Отримані наукові результати впроваджено у розроблені нормативні 
документи: ТУ У 15.5-00419880-100:2010 «Культури заквашувальні сухі та рідкі. 
Технічні умови», «Технологічна інструкція з виробництва заквашувальних культур 
«ІПРОВІТ», оригінальність та новизну технологічних рішень підтверджено 
Свідоцтвом про реєстрацію авторського права № 51033.  
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12.  Запропоновані біотехнологічні підходи збереження активності ЗМ дали 
можливість отримати цільові продукти (заквашувальні культури, бактеріальні 
концентрати, молочну продукцію) стабільно високої якості, запобігти ризикам 
виробничих втрат та збитковості, зокрема, через зниження активності чи фаголізису 
мікрофлори (економічний ризик недоотриманого прибутку становить ~113 тис. грн 
в рік у разі 10 % браку в умовах ДДП ІПР), впроваджені на ряді молокопереробних 
підприємств України. Застосування створених тест-культур, бактеріальних 
препаратів має суттєвий соціально-економічний ефект у оздоровленні людей за 
рахунок зменшення потрапляння антибіотичних, хіміотерапевтичних препаратів і 
інших інгібіторних речовин у молочну сировину, що дозволяє отримати екологічно 
чисті ферментовані продукти з високим вмістом активної заквашувальної 
мікробіоти.  
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Додаток А.  
Таблиця 1. Скорочені назви активних речовин тест-системи API 50CHL 
№ п/п Тест Активний інгредієнт QTY (mg/cup.) 
1.  Контроль - 
2. GLY Гліцерол 1,64 
3. ERY Еритрітол 1,44 
4. DARA D-арабіноза 1,4 
5. LARA L-арабіноза 1,4 
6. RIB D-рибоза 1,4 
7. DXYL D-ксилоза 1,4 
8. LXYL L-ксилоза 1,4 
9. ADO D-адонітол 1,36 
10. MDX Метил-βD-Ксилопаранозид 1,28 
11. GAL D-галактоза 1,4 
12. GLY D-глюкоза 1,56 
13. FRU D-фруктоза 1,4 
14. MNE D-маноза 1,4 
15. SBE L-сорбоза 1,4 
16. RHA L-рамноза 1,36 
17. DUL Дульцит 1,36 
18. INO Інозит 1,4 
19. MAN D-манніт 1,36 
20. SOR D-сорбіт 1,36 
21. MDM Метил-αD-Манозит 1,28 
22. MDG Метил-αD-Глікозит 1,28 
23. NAG N-ацитилглікозамін 1,28 
24. AMY Амігдалін 1,08 
25. ARB Арбутил 1,08 
26. ESC Ескулін  1,16 
27. SAL Саліцин 1,04 
28. CEL D-целобіоза 1,32 
29. MAL D-мальтоза 1,4 
30. LAC D-лактоза 1,4 
31. MEL D-мелібіоза 1,32 
32. SAC D-сахароза 1,32 
33. TRE D-трегалоза 1,32 
34. INU Інулін 1,28 
35. MLZ D-меліцитоза 1,32 
36. RAF D-рафіноза 1,56 
37. AMD Амідон 1,28 
38. GLYG Глікоген 1,28 
39. XLT Ксілітол 1,4 
40. GEN Гентобіоза 0,5 
41. TUR D-тураноза 1,32 
42. LYX D-ліксоза 1,4 
43. TAG D-тагалоза 1,4 
44. DFUC D-фукоза 1,28 
45. LFUC L-фукоза 1,28 
46. DARL D-арабітол 1,4 
47. LARL L-арабітол 1,4 
48. GNT Глюконат 1,84 
49. 2KG 2- кетоглюконат 2,12 
50. 5KG 5-кетоглюконат 1,8 
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Таблиця 2. Тест-система АPI 20 STREP 
№ 
лунк
и 
Тести Активний інгредієнт 
Кількість 
(мг/лунку) 
Реакції/ферменти 
Результати 
Негативний Позитивний 
VP1+VP2/ чекати 10 хв. (3) Появлення блідо-рожевого забарвлення після 10 хв. слід розцінювати як негативний результат 
1 VP піруват натрію 1,9 
продукування ацетоїну 
(реакція Voges-Proskauer) 
без кольору рожево-червоний 
NIN/ чекати 10 хв. 
2 HIP гіппурова кислота 0,4 
Гідроліз 
гіппурової кислоти 
без кольору/ блідо-голубий, голубувато-сірий темно-синій, фіолетовий 
 4 год. 24 год. 4 год. 24 год. 
3 ESC 
ескулін, 
цитрат заліза 
1,6 
0,152 
Гідроліз ескуліну 
(β-глюкозідази) 
без кольору/блідо-
жовтий 
без кольору/блідо-жовтий, 
світло сірий 
сіро-чорний чорний 
ZYM A+ZYM B/ чекати 10 хв. (від PYRA- до LAP) (1) 
4 PYRA 
β-нафтіламід піроглютамінової 
кислоти 
0,0256 
Продукування 
піролідоніл ариламідази 
без кольору або дуже блідий помаранчевий помаранчевий 
5 αGAL 
6-бромо-2-нафтил-α-D-
галактопіранозид 
0,0376 α-галактозідаза без кольору фіолетовий 
6 βGUR нафтол ASBI-глюкоронової кислоти 0,0537 β-глюкоронідаза без кольору голубий 
7 βGAL 2-нафтил-β-D-галактопіранозид 0,0306 β-галактозідаза без кольору або дуже блідий фіолетовий фіолетовий 
8 PAL 2-нафтил фосфат 0,0244 лужна фосфатаза без кольору або дуже блідий фіолетовий фіолетовий 
9 LAP L-лейцин-β-нафтіламід 0,0256 лейцинамінопептидаза без кольору помаранчевий 
 
10 ADH L-аргінін 1,9 
Гідроліз аргініну 
(аргініндегідролаза0 
жовтий червоний 
 
     4 год. 24 год. 4 год. 24 год. 
11 RIB D-рібоза 1,4 ферментація D-рібози Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
12 ARA L-арабіноза 1,4 ферментація L-арабінози Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
13 MAN D-манітол 1,36 ферментація D-манітолу Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
14 SOR D-сорбітол 1,36 ферментація D-сорбітолу Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
15 LAC D-лактоза (бичача) 1,4 ферментація D-лактози Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
16 THE D-трегалоза 1,32 ферментація D-трегалози Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
17 INC інулін 5,12 ферментація інуліну Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
18 RAF D-рафіноза 3,12 ферментація D-рафінози Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
19 AMD крохмаль (2) 2,56 гідроліз крохмалю Червоний Помаранчевий/червоний Помаранчевий/жовтий Жовтий 
20 GLYG глікоген 1,28 гідроліз глікогену Червоний або помаранчевий Яскраво жовтий 
21 βHEM   β-гемоліз     
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Результати ідентифікації штама 7/6: 
програма apiwebTM V 7.0 (тест-система API 20 STREP (bioMerieux, Франція) 
  Стрип      API 20 STREP V7.0 Штам 7/6 
  Профиль      2 0 5 0 4 4 1  
  Примечание      Идент. недейств. до 24 ч. инкуб./ Вер. Str.thermophilus  
     Идент. недейств. до 24 ч. инкуб. / Вер. Str.pneumoniae  
     Вероятность Str.acidominimus ИЛИ Str.pluranimalium  
 
  Основной таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Streptococcus oralis      41.9       0.42   HIP 0%  
 
      
  Aerococcus urinae      24.6       0.57   RAF 1%  
 
      
  Streptococcus mitis 1      17.5       0.35   HIP 0%  
 
 ßGAL 25%  
 
    
  Lactococcus lactis ssp cremoris      12.1       0.36   VP 98%  
 
 HIP 25%  
 
 ßGAL 18%  
 
 RAF 15%  
 
 AMD 25%  
 
      
 
  Следующий таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Gardnerella vaginalis      1.4       0.17   LAC 1%  
 
 RAF 0%  
 
    
 
  Дополнит. тесты     10°C     NaCl 4%     45°C     GLYCEROLac 
  Lactococcus lactis ssp cremoris     +     -     -     - 
  Streptococcus acidominimus     -     NT     -     - 
  Streptococcus mitis     -     -     v     - 
  Streptococcus oralis     NT     100%     NT     54% 
  Streptococcus pneumoniae     -     NT     -     +(-) 
  Streptococcus thermophilus     -     -     +     - 
  Aerococcus urinae     NT     NT     NT     - 
  Streptococcus pluranimalium     -     NT     -     - 
 
 
Результати ідентифікації штама 7-016: 
програма apiwebTM V 7.0 (тест-система API 20 STREP (bioMerieux, Франція) 
  Стрип      API 20 STREP V7.0 Штам 7-016 
  Профиль      2 0 5 2 4 4 1  
  Примечание      Идент. недейств. до 24 ч. инкуб./ Вер. Str.thermophilus  
     Идент. недейств. до 24 ч. инкуб. / Вер. Str.pneumoniae  
     Вероятность Str.acidominimus ИЛИ Str.pluranimalium  
 
  Основной таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Aerococcus urinae      50.6       0.51   RAF 1%  
 
      
  Lactococcus lactis ssp cremoris      23.7       0.28   VP 98%  
 
 HIP 25%  
 
 ßGAL 18%  
 
 RAF 15%  
 
 AMD 25%  
 
      
  Streptococcus mitis 1      15.1       0.22   HIP 0%  
 
 ßGAL 25%  
 
 RIB 14%  
 
  
  Gardnerella vaginalis      6.2       0.16   LAC 1%  
 
 RAF 0%  
 
    
 
  Следующий таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Streptococcus oralis      2.4       0.1   HIP 0%  
 
 RIB 1%  
 
    
 
  Дополнит. тесты     10°C     45°C     COCCI     40% BILE 
  Gardnerella vaginalis     NT     NT     -     NT 
  Lactococcus lactis ssp cremoris     +     -     +     + 
  Streptococcus acidominimus     -     -     +     NT 
  Streptococcus mitis     -     v     +     v 
  Streptococcus pneumoniae     -     -     +     - 
  Streptococcus thermophilus     -     +     +     - 
  Aerococcus urinae     NT     NT     +     NT 
  Streptococcus pluranimalium     -     -     +     NT 
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Результати ідентифікації штама E/3:  
програма apiwebTM V 7.0 (тест-система API 20 STREP (bioMerieux, Франція) 
  Стрип      API 20 STREP V7.0 Штам E/3 
  Профиль      7 1 5 7 5 1 1  
  Примечание      Возм. E.casseliflavus или E.gallinarum если VancoR  
 
  Основной таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Enterococcus faecium      94.4       0.98          
 
  Следующий таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Lactococcus lactis ssp lactis      4.6       0.74   ARA 15%  
 
      
 
  Дополнит. тесты     YELLOW     RHAMNOSEac     GLYCEROLac   
  Enterococcus casseliflavus     +     +     +   
  Enterococcus faecium     -     v     -   
  Enterococcus gallinarum     -     -     -   
 
 
 
 
 
Результати ідентифікації штама d 06:  
програма apiwebTM V 7.0 (тест-система API 20 STREP (bioMerieux, Франція) 
 
  Стрип      API 20 STREP V7.0 Штам d06 
  Профиль      7 3 1 3 4 1 1  
  Примечание      Идентификация недействительна до истечения 24 ч. инкубации  
 
  Основной таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Enterococcus durans      95.7       0.76   LAP 91%  
 
      
 
Следующий таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Enterococcus faecium      3.7       0.57   LAP 97%  
 
 MAN 78%  
 
    
 
 
 
Результати ідентифікації штама 1/9: 
програма apiwebTM V 5.1  (тест-система API 50 CHL (bioMerieux, Франція) 
  Стрип      API 50 CHL V5.1 Штам 1/9 
  Профиль      + - - - + + - - - - + + + + - - - - + - - - + - + + + + + + + - + - - - - - - + - - + - - - - - - -  
  Примечание      Идентификация недействительна до истечения 48 ч. инкубации  
 
  Основной таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Lactococcus lactis ssp lactis 1      89.8       0.44   0 0%  
 
 AMY 75%  
 
 MEL 13%  
 
 TAG 9%  
 
  Lactococcus lactis ssp lactis 2      9.0       0.21   0 0%  
 
 LARA 4%  
 
 MAN 20%  
 
 MEL 4%  
 
 TAG 4%  
 
      
 
  Следующий таксон     % ИД     T     Тесты против 
  Lactobacillus brevis 1      0.8       0.27   0 0%  
 
 AMY 99%  
 
 SAC 81%  
 
 TAG 14%  
 
 GNT 85%  
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Таблиця 3. Характерні ознаки та реакції виділених штамів МКБ згідно з [226] 
 Характеристика 
Рід Streptococcus Рід Lactobacillus Рід Lactococcus 
S. thermophilus: 
2173; O-4; CT-гр; 
2172, 2171, 2163, 
2193; 2185; 2192 
L. acidophilus 
3138, 3125, 
3123 
Lb. casei 
3323, 3341, 
3335 
 
L. lactis ssp. lactis: 
1139; 1105; 1112; 
1160; 1161; L 102 
L. lactis ssp. 
cremoris: C 3; 
1229; 1220; 1226 
L. lactis ssp. lactis br 
diacetilactis: dl 1/8; 
1353; 1310 
1 Фарбування за Грамом + + + + + + 
2 
Температура росту, °С 
- оптимальна 
- гранична 
 
37-42 
15-53 
 
38-40 
20-45 
 
30-35 
 
 
30 
10-43 
 
25 
10-39 
 
30 
10-40 
3 
 
Ріст у гідролізованому молоці 
- з 20 % жовчі 
- з 40 % жовчі 
+ + н + + + 
- + н + + + 
4 
Ріст у гідролізованому молоці з  
- 2 % NaCl 
- 3 % NaCl 
- 4 % NaCl 
- 6,5 % NaCl 
± 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
н  
н 
н 
+ 
+ 
н 
+ 
- 
+ 
н 
- 
- 
н 
н 
+ 
- 
5 
Ріст у м’ясопептоному бульйоні з 
- рН 8,3 
- рН 9,2 
- рН  9,6 
+ 
н 
- 
- 
- 
- 
н 
н 
+ 
н 
+ 
- 
н 
- 
- 
н 
+ 
- 
6 
Ріст у молоці з 0,1 % метиленовим 
голубим - - н + - + 
7 Утворення аміаку із аргініну - - + ± ± 
 
+ 
8 
Гідроліз  
- аргініну 
- ескуліну 
- желатина 
- гіпурату (гіпурової кислоти) 
- крохмалю 
 
- 
- 
- 
- 
± 
 
н 
н 
н 
± 
- 
 
+ 
+ 
н 
± 
н 
 
+ 
+ 
н 
+ 
- 
 
- 
н 
н 
н 
- 
 
+ 
н 
н 
н 
- 
9 
Продукування  
- піролідоніл ариламідази 
- α-D-галактозідаза 
- β-D-галактозідази 
- β-глюкоронідаза 
- лейцин ариламідази 
- N-ацетил-β-D-глюкозамінідази 
 
- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
 
н 
н 
н 
н 
н 
н 
 
+ 
- 
± 
- 
± 
+ 
 
± 
- 
- 
- 
+ 
+ 
  
10 Лужна фосфатаза - - - - - - 
11 Утворення СО2 з цитрату - - - - -  + 
12 
Продукування ацетоїну  
(Voges-Proskauer reaction), діацетил 
+ - + - - + 
 338 
13 Утворення каталази - - - - - - 
14 
Ріст у молоці за температури, °С 
- 4 
- 10-15 
- 40 
- 45 
 
н 
- 
+ 
+ 
 
- 
+ 
+ 
- 
 
н 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
+ 
+ 
- 
 
- 
+ 
± 
- 
 
+ 
+ 
+ 
- 
15 Зброджування вуглеводів       
 адонітол - - - - - - 
 амігдалін - н + ± н н 
 D-арабіноза - - - - - - 
 L-арабіноза  - - - - - 
 арбутін ± н + ± н н 
 L-арабітол - - - - - - 
 целлобіоза - н + ± н н 
 циклодекстрин - н н н н н 
 декстрин н - н - - - 
 дульцит - - - - - - 
 фруктоза + + + + + + 
 фукоза н н - - н н 
 D-галактоза ± + + + + + 
 гентибіоза н (±) + ± ± н 
 глюкоза + + + + + + 
 гліцерин - - - - - - 
 глікоген - - - - - - 
 інозит н - - - - - 
 інулін - ± - ± ± ± 
 лактоза + + + + + + 
 мальтоза - -, (±) + + ± + 
 манноза + + + + + + 
 манніт - ± - ± ± - 
 меллібіоза ± - ± - - - 
 меліцитоза ± - - - - - 
 раффіноза ± - ± - - - 
 L-рамноза - - - - - - 
 D-рибоза ± - + + -  
 саліцин - (±)  ± ± н 
 сорбіт - - - - - - 
 l-сорбоза н н - - н н 
 крохмаль н - - ± - - 
Примітка: - негативний; +  позитивний;  ±  можливо негативний та позитивний залежно від штаму; н – не визначено
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Найменування виробництва: Виробництво заквасок бактеріальних, культур заквашувальних,  
препаратів бактеріальних 
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7. СТЕРИЛІЗАЦІЯ РС  
ДЛЯ ІНОКУЛЯТУ 
9. СТЕРИЛІЗАЦІЯ РС 
КТК 2Б 
КТК 3Б 
10. ОХОЛОДЖЕННЯ РС 
11. НАРОЩУВАННЯ 
БІОМАСИ 
8. ПРИГОТУВАННЯ ІНОКУЛЯТУ 
ОПП 1Ф 
12. ОХОЛОДЖЕННЯ БМ 
15. ВІДОКРЕМЛЕННЯ БМ 13. ПРИГОТУВАННЯ ЗС 
ОПП 1Б 
16. ЗМІШУВАННЯ БМ із ЗС 14. СТЕРИЛІЗАЦІЯ ЗС 
КТК 4Б 
17. ЗАМОРОЖУВАННЯ 
ОПП 2Б 
 
18. СУШІННЯ  
5. ПІДГОТОВКА ПОСУДУ ТА 
ІНВЕНТАРЯ 
(СТЕРИЛІЗАЦІЯ) 
ОПП  
3Б 
 19. ПОДРІБНЕННЯ СУХОЇ БМ КТК 1Б 
ОПП 4Б 
 
20. ПАКУВАННЯ БМ 
21. ЗБЕРІГАННЯ БМ 
22. ФАСУВАННЯ ДЛЯ 
ПРОДАЖУ 
ОПП 
5Б 
 23. ЕТИКЕТУВАННЯ ТА 
ГРУПОВЕ ПАКУВАННЯ 
РС – ростове середовище 
ЗС – захисне середовище 
БМ – біомаса 
КТК – контрольна точка керування 
ОПП – операційна програма-передумова 
24. ЗБЕРІГАННЯ 
25. ВІДВАНТАЖЕННЯ ТА 
ДОСТАВКА 
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ОПИС СТАДІЙ ПРОЦЕСУ 
1 Етап: Отримання бактеріальних культур. 
Опис етапу: Штами бактеріальних культур підтверджуються свідоцтвом про депонування. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Штами бактеріальних культур зберігаються 
в холодильнику за температурних режимів від 4 до 8 С. Культури підтримуються в активному 
стані мікробіологом виробничого відділу. 
Етап: Отримання сировини. 
Опис етапу: Закупівля та отримання сировини (компонентів ростового та захисного 
середовища) проводиться у затверджених постачальників, які визнані кваліфікованими та 
входять до затвердженого списку постачальників. Постачальники повідомляються про вимоги 
до транспорту та умови перевезення продукції. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Контроль наявності супровідної 
документації та сертифікатів відповідності. Під час отримання продукції проводиться 
перевірка умов транспортування та цілісність упаковки 
Етап: Отримання пакувальних матеріалів. 
Опис етапу: Закупівля та отримання пакувальних матеріалів (стерильних флаконів, кришок, 
картонних коробок, фольгованого паперу та поліетиленових пакетів) проводиться у 
кваліфікованих постачальників, що входять до затвердженого списку постачальників. 
Постачальники повідомляються про вимоги до транспорту та умови перевезення пакувальних 
матеріалів. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Контроль наявності супровідної 
документації та сертифікатів відповідності. 
Під час отримання продукції проводиться перевірка умов транспортування та цілісність 
упаковки. 
2 Етап: Зберігання бактеріальних культур; сировини та пакувальних матеріалів. 
Опис етапу: Розміщення сировини та пакувальних матеріалів на складі відповідно до правил 
сумісності та з дотриманням вимог щодо температурних режимів зберігання. Зберігання 
бактеріальних культур в холодильнику мікробіологічної лабораторії виробничого відділу. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Проведення завідувачем складу контролю 
температурних режимів та вологості повітря з використанням термо-гігрометрів ВІТ1 та ВІТ2. 
Реєстрація даних у відповідних протоколах. 
3 Етап: Вхідний контроль сировини та пакувальних матеріалів. 
Опис етапу: Контроль сировини методом аналізу супровідної документації: сертифікатів 
якості, протоколів лабораторних випробувань і тому под.. Відбір зразків сировини та 
проведення мікробіологічних досліджень та фізико-хімічних випробувань в лабораторії 
відділу технічного контролю. 
Пакувальні матеріали контролюються методом аналізу супровідної документації. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Забраковану сировину до прийняття 
рішення розміщують в ізолятор браку. 
4 Етап: Виготовлення стерильних пакетів. 
Опис етапу: Виготовлення стерильних пакетів за допомогою фасувально-пакувальної машини 
HASSIA. Verpackungsm GmbH Ranstadt/HESSEN FVP 18/24, № 1044001289.  
Характеристики та особливості виконання етапу: Забезпечення стерильності пакувального 
матеріалу методом обробки поверхні УФ випромінюванням. 
5 Етап: Підготовка посуду, інвентаря, обладнання, приміщень. КТК 1Б 
Опис етапу: Процеси виробництва, що потребують стерильних умов отримують належне 
забезпечення шляхом проведення процедур стерилізації посуду з використанням 
стерилізаторів парових ГП-560 зав.№ 183, ГП-360 М зав.№ 381, ГК-100-3 зав. №79, 
обладнання знезаражується шляхом обробки дезінфектантами та методом обпалюванням 
(металевих поверхонь). Приміщення миються з використанням дезінфікуючих засобів та 
обробляють УФ променями. 
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Характеристики та особливості виконання етапу: Результативність процесів забезпечення 
стерильності контролюється методом мікробіологічного дослідження змивів з поверхонь 
обладнання та рук персоналу. 
6 Етап: Підготовка сировини для ростового середовища. 
Опис етапу: Ростове середовище для приготування інокуляту - розчинення компонентів у 
воді відповідно до рецептури та фільтрація приготовленої суміші через марлевий або 
паперовий фільтр; Ростове середовище для накопичення біомаси в реакторі - (для ростового 
середовища в реакторі) - розчинення компонентів у воді відповідно до рецептури та 
фільтрація приготовленої суміші через металевий сітчастий фільтр. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Автоматичне подавання розчину 
компонентів ростового середовища для нарощування біомаси в реактори за допомогою 
насоса зав.№ 634824. 
7 Етап: Стерилізація ростового середовища для приготування інокуляту. КТК 2Б 
Опис етапу: Фасування фільтрованого розчину в колби відповідного об’єму, закупорювання 
колб та проведення стерилізації за допомогою стерилізатора ГП-360 М зав. № 381 
Характеристики та особливості виконання етапу: Режими стерилізації в діапазоні: 
температура від 121,1 до 122,6 С, тиск від 1,1 до 1,2 Атм.,час стерилізації 20-23 хв. 
Використання додаткових засобів контролю режиму стерилізації (максимальні термометри та 
тест- смужки) 
8 Етап: Приготування інокуляту. ОПП 1Ф 
Опис етапу: Контроль чистоти та активності бактеріальних культур, внесення бактеріальних 
культур в ростове середовище, накопичення маси бактеріальних культур шляхом 
нарощування в збільшених об’ємах ростового середовища. Термостатування в термостатах 
MIMLP-104 та MIM-102 
Характеристики та особливості виконання етапу: Внесення активних бактеріальних культур в 
збільшені об’єми ростового середовища за допомогою стерильного посуду та інструментів. 
Забезпечення стерильності під час внесення бактеріальних культур (робота в зоні полум’я). 
Контроль цілісності носиків піпеток під час остаточного перенесення в максимальний об’єм 
ростового середовища. 
9 Етап: Стерилізація ростового середовища для нарощування біомаси. КТК 3Б 
Опис етапу: Стерилізація приготовленого розчину проводиться за допомогою: Реактор №1 - 
реактор біологічний БІОР V – 0,1 м3, зав. № 1; Реактор №2 - апарат стальний, нержавіючий 
(ферментер) V – 1,25 м3; Реактор №3 - апарат стальний, нержавіючий (ферментер) V – 1,25 м3.  
Реактор №4 Апарат стальний, нержавіючий (ферментер) V – 2,0 м3, зав. № 73839 (ферментер 
обирається виходячи із запланованих об’ємів виробництва) 
Характеристики та особливості виконання етапу: Режими стерилізації в діапазоні: 
температура від 121,1 до 122,6 С, тиск від 1,1 до 1,2 Атм.,час стерилізації 20 -23 хв. Дані 
температурного режиму фіксуються автоматично та відображаються на термограмі. 
10 Етап: Охолодження ростового середовища. 
Опис етапу: Циркулювання холодної води в рубашці реактора. Охолодження води 
відбувається з використанням машини конденсаторної терморегулюючої МКТ – 14. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Охолодження до температури 
заквашування. 
11 Етап: Нарощування біомаси. 
Опис етапу: Внесення інокуляту в ростове середовище. Підтримання, відповідно до 
технології, температурних режимів нарощування біомаси - за допомогою подачі теплої води в 
рубашку реактора. Підтримання відповідного рівня рН проводиться з використанням водного 
розчину аміаку (концентрацією 25 %), що подається до реактора за допомогою регулятора рН 
Consort R 362, діапазон вимірювання рН 0,01 – 14,0 ±0,01 рН. Температурний діапазон роботи 
Consort R 362 від 30 до 130 С. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Бактеріологічний контроль чистоти 
ростового середовища, забезпечення умов стерильності приміщення та процесу внесення 
інокуляту.  
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12 Етап: Охолодження біомаси. 
Опис етапу: Циркулювання холодної води в рубашці реактора. Охолодження води 
відбувається з використанням машини конденсаторної терморегулюючої МКТ – 14. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Охолодження до температури 10 – 12 С . 
13 Етап: Підготовка сировини для захисного середовища. 
Опис етапу: Розчинення компонентів у воді відповідно до рецептури та фільтрація 
приготовленої суміші через марлевий фільтр. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Використання металевого мірного посуду V 
– 40 л. 
14 Етап: Стерилізація захисного середовища. КТК 4Б 
Опис етапу: Стерилізація приготовленого розчину за допомогою стерилізатора ГП-560 М зав. 
№ 183 
Характеристики та особливості виконання етапу: Режими стерилізації в діапазоні: 
температура від 121,1 до 122,6 С, тиск від 1,1 до 1,2 Атм.,час стерилізації 20-23 хв. 
Використання додаткових засобів контролю режиму стерилізації (максимальні 
термометри).Проведення бактеріологічного контролю стерилізованого захисного 
середовища. 
15 Етап: Відокремлення біомаси. ОПП 1Б 
Опис етапу: Фільтрація культуральної рідини через стерильний сітчастий фільтр. Подача під 
тиском повітря, культуральної рідини на стерилізовані центрифуги. Центрифугування за 
допомогою центрифуги (№615) 00230-615. ОТР – 101 К – 01 частота обертання 15000 об/хв, 
максимальна загрузка по сухій речовині 8,5 кг; центрифуги (№318) ОТР – 101 К – 01 частота 
обертання 15000 об/хв, максимальна загрузка по сухій речовині 8,5 кг; центрифуги (№317) 
ОТР – 101 К – 01 частота обертання 15000 об/хв, максимальна загрузка по сухій речовині 8,5 
кг; центрифуга (№ 194) ОТР – 101 К – 1 частота обертання 15000 об/хв, максимальна загрузка 
по сухій речовині 8,5 кг. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Використання стерильного повітряного 
фільтра для компресора повітряного АВ 100-335, та стерильних роторів для центрифуг. 
Бактеріологічний контроль чистоти центрифуги, відбір біомаси для мікробіологічного 
контролю. Регулювання об’ємів культуральної рідини, що подається на центрифуги, за 
результатами аналізу фугату на предмет залишкової кількості бактеріальних клітин. 
16 Етап: Змішування біомаси із захисним середовищем. 
Опис етапу: Перемішування біомаси із захисним середовищем у співвідношення 1:2 (або інші, 
згідно з НД) за допомогою міксера для змішування мокрої біомаси з захисним середовищем. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Основа міксера попередньо стерилізується 
обпалюванням, ємність для міксера стерилізується в автоклаві. Проводиться мікробіологічний 
контроль змивів з обладнання для змішування. 
17 Етап: Заморожування біомаси. ОПП 2Б 
Опис етапу: Наповнення стерильних лотків з нержавіючої сталі сумішшю біомаси та захисного 
середовища товщиною не більше 1,5 см. Накривання лотків стерилізованими кришками з 
нержавіючої сталі. Розміщення наповнених лотків на полички камери попереднього 
заморожування. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Забезпечення стерильних умов в 
морозильній камері. Заморожування виконується в Ліофілізаторі IVF 650/2D (який складається 
з камери попередньої заморозки та сублімаційної камери). Створення температурних умов в 
межах від мінус 45С до мінус 60 С. Спостереження за температурним режимом 
здійснюється за допомогою станції управління та збору даних «Yokogawa» CX 2220-3-2-A6-M1-
PG1-S23. 
18 Етап: Сублімаційне сушіння біомаси. ОПП 3Б 
Опис етапу: Переміщення лотків з біомасою в попередньо охолоджену до – 40-60 С 
сублімаційну камеру. Створення температурних умов від мінус 40 С до 37 С, та утворення 
вакууму для вилучення вологи. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Забезпечення стерильних умов в камері 
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обладнання. Сублімаційне сушіння виконується в Ліофілізаторі IVF 650/2D (який складається з 
камери попередньої заморозки та сублімаційної камери). Спостереження за температурним 
режимом здійснюється за допомогою станції управління та збору даних «Yokogawa» CX 2220-
3-2-A6-M1-PG1-S23. Вакуум створюється за допомогою вакуумного насоса МVP 144; RBC 
45/AV/V-SGA та Rexroth EFC 3600. 
19 Етап: Подрібнення сухої біомаси. ОПП 4Б 
Опис етапу: Подрібнення сухої біомаси за допомогою промислового міксера. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Основа міксера попередньо стерилізується 
обпалюванням, ємність для міксера стерилізується в автоклаві. Проводиться мікробіологічний 
контроль змивів з обладнання для подрібнення сухої біомаси. 
20 Етап: Пакування біомаси 
Опис етапу: Пакування біомаси в поліетиленові пакети струна та вакуумування в додатковому 
пакеті за допомогою вакуумної машини СНNTDƩ47-60 C25. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Попередньо проводиться відбір біомаси 
для проведення мікробіологічного контролю. В пакувальному приміщенні виконуються 
заходи для забезпечення стерильності. 
21 Етап: Зберігання біомаси 
Опис етапу: Зберігання вакуумованої біомаси в морозильній камері при температурному 
режимі від мінус 16 до мінус 20 С (для подовження терміну збереження активності 
мікроорганізмів). 
Характеристики та особливості виконання етапу: Контроль температурних режимів 
зберігання біомаси. Проведення санітарної обробки відповідно до графіка розморожування 
та дезінфекції морозильних камер. 
22 Етап: Фасування біомаси ОПП 5Б 
Опис етапу: Фасування в фольговані стерильні пакети. 
Автоматичне фасування дозатором шнековим ТБ 018-02 в стерильні, полімерні флакони з 
кришкою, що подаються за допомогою машини для подавання флаконів ПФ 1-00-00 РЕ та 
закупорюються за допомогою машини настільної закупорювальної ТБ 075. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Створення умов зовнішнього середовища 
(вологості повітря) для проведення фасування здійснюється перед початком процесу 
фасування за допомогою кондиціонера та теплового конвектора. Контроль вологості повітря, 
яка має не перевищувати 70 %, виконується за допомогою термогігрометра ВІТ1 та ВІТ2. 
Дезінфекція фасувального обладнання проводиться з використанням спирту. Приміщення 
обробляється ультрафіолетовим опромінюванням перед початком процесу фасування. 
23 Етап: Етикетування та групове пакування. 
Опис етапу: Автоматичне наклеювання етикеток на флакони за допомогою машини 
етикетувальної автоматичного типу СК-010. Пакування флаконів в картонні коробки, 
вкладання інструкції та групове пакування в картонну упаковку по 10 або 20 коробок. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Виконання процесів етикетування та 
пакування проводиться в кімнатних умовах. 
24 Етап: Зберігання продукції до відвантаження. 
Опис етапу: В холодильній камері відділу експедиції при температурі від 2 до 6 С 
Характеристики та особливості виконання етапу: Контроль температурних режимів 
зберігання продукції 
25 Етап: Відвантаження та доставка  
Опис етапу: Доставка здійснюється в автомобілі з термоізоляцією та охолодженням, умови 
транспортування від 2 до 6 С. Дозволено відхилення у температурному режимі зберігання 
під час транспортування. Температура не повинна перевищувати 30 С впродовж 7 діб. 
Дозволено зберігання за температури мінус 18 ± 2 С. 
Характеристики та особливості виконання етапу: Працівник експедиції проводить контроль 
відповідності чистоти транспорту та температурних режимів відсіку для транспортування. 
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Блок-схема виробництва тест-культур 
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Економічна ефективність виробництва культури «Іпровіт-СКМ» 
На підставі отриманих даних щодо статей витрат та їх собівартості під 
час виготовлення заквашувальної культури «Іпровіт- СКМ» (калькуляція, 
Додаток) проведено розрахунок економічних показників виробництва за 2018 
рік за формулами згідно з [388]: 
Прибуток = Виручка (оптова ціна) - Собівартість:  
Рівень рентабельності = Прибуток / Собівартість ×100%. 
Результати подано в таблиці 1. 
Таблиця 1 
Повна 
собівартіс
ть 
продукту, 
грн. 
Відпуск
на ціна, 
грн 
Чисти
й 
дохід, 
грн. 
Рентабельніст
ь,% 
Середн
я 
кількіст
ь 
продук
ції в 
рік, кг 
% 
брак
у, % 
Недоотриман
ий чистий 
дохід в рік, 
грн. 
4863,89 6900,00 2036,
11 
41,86 215,5 10 43878,17 грн. 
 
 
Встановлено, що рентабельність виробництва становить 41,86%. 
За 2018 р. виготовлено 215,5 кг сухої біомаси ЗК «Іпровіт-СКМ» за 10 
промислових  виробіток (Довідка щодо обсягів виробництва, Додаток ). 
Прибуток від реалізації складає 438781,71 грн. Якщо буде втрачено 1 
виробітку внаслідок фаголізису ЗМ недоотриманий чистий дохід складе 
43878,17 грн.  
У перерахунку на весь асортимент заквашувальних культур (8 позицій) 
економічний ризик недоотриманого прибутку складе до 112633,53 грн. в рік 
(у разі 10% браку). 
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